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AICD     engl. adherent-invasive E. coli 
AJ     Adherens junctions 
AJK     apikalen junctionalen Komplex 
AMPs    antimikrobielle Peptide  
AP-1    aktivierendes Protein 1 
APC     Antigen-präsentierende Zellen 
BAT    HLA-B assoziiertes Transkript 3 
Bcl-XL    engl. B- cell lymphoma-extra large 
BTLA    B- und T-Lymphozyt-assoziiertes Protein 
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C. rodentium    Citrobacter rodentium 
ca.    circa 
CC1-/-    Ceacam1-/-; genetische Deletion von CEACAM1 
CCR7    C-C-Motiv-Chemokin-Rezeptor 7 
CD    engl. Cluster of differentiation 
CEACAM1   Carzinoembryonales Antigen-ähnliches Zelladhäsionsmolekül 1 
CED     chronisch-entzündliche Darmerkrankungen 
Cox-43   Connexin-43 
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CTLA-4   zytotoxisches T-Lymphozyten Antigen 4 
DAPI    4', 6-diamidino-2-phenylindole 
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DMSO    Dimethylsulfoxid 
DNA    Desoxyribonucleinsäure 
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dNTP    Deoxy-Nukleotid-Triphosphate 
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DSS    Dextran-Sodium-Sulfat 
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EGTA    Ethylenglycol-bis-(aminoethylether)-tetraessigsäure 
EHEC    enterohämorrhagische E. coli 
engl.    Englisch 
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FCS    Fötales Kälberserum 
Fitc-Dextran beads  engl. Fluorescein isothiocyanate-dextran beads 
FoxP3    engl. forkhead-box 3 
g    Gramm 
GALT    Darm-assoziiertes lymphatisches Gewebe 
GATA 3   GATA Binding Protein 3 
GI     Gastrointestinaltrakt 
GRB2    engl. growth factor receptor-bound protein 2 
GrzB    Granzym B 
h    human 
H&E     Hämatoxilin und Eosin Färbung 
i.p.    intraperitoneal 
IEZ    intestinalen Epithelzellen 
IFN-γ    Interferon-γ 
IgA    Immunoglobulin A 
IgC2-Domäne   engl. immunglobulin constant-region-type-2- domain 
IgV    engl. immunglobulin variabel-region 
IL    Interleukin 
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ITAM    engl. immunereceptor tyrosin-based activating motif 
ITIM    engl. immunereceptor tyrosin-based inhibitory motif 
iTregs    induzierte regulatorische T-Zelle 
ITSM    engl. immunoreceptor tyrosine-based switch motif 





JAM    engl. junctional adherens molecules 
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Kb    Kilobase 
KM    Knochenmark 
KU     Kolitis Ulcerosa 
KO    Knock-Out 
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LP    Lamina Propria 
LPL    Lamina Propria Lymphozyten 
LPS    Lipopolysaccharide 
M    Molar 
m    murin 
MACS    magnetische Zellseparation 
MC    Morbus Chron 
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MHCII    Haupthistokompatibilitätskomplex II 
MLC     engl. Mysin-light-chains 
MLCK     engl. Myosin-light-chain-kinase 
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MP    Mononukleäre Phagozyten 
mRNA    engl. messenger RNA 
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MyD88   engl. Myeloid differentiation primary response gene 88 
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NFAT    engl. nuclear factor of activated T-cells 
NfκB    engl. nuclear-factor-κB 
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PAMP    pathogen-assoziierte molekulare Muster 
PBS    physiologische Kochsalzlösung 
PCR    Polymerase-Kettenreaktion 
PD-1    Programmierender Todesrezeptor 1 
PD1L    PD-1 Ligand 
pH negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionen-
Aktivität 
PI3K    Phosphoinositid-3-Kinase 
pIgR    polymere Immunglobulin-Rezeptoren 
PLCγ    Phospholipase Cγ 
PP     Peyer’schen Platten 
PRR    Mustererkennungsrezeptoren 
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TGF-ß    engl. Transforming growth factor ß 
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TZR    T-Zell Rezeptor 
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ÜN    über Nacht 
v.a.     vor allem 
vgl.     vergleiche 
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z.B.     zum Beispiel 
ZO-1-3    Zona Occludens 1-3 










1.1 Regulation der intestinalen Homöostase 
1.1.1 Die mukosale Darmbarriere: Bestandteile, Funktion  
Denkt man an biologische Barrieren, assoziiert man diesen Begriff vermutlich als 
erstes mit dem Hautepithel, das den gesamten menschlichen Körper bedeckt. 
Daneben gibt es zahlreiche andere Bereiche die nicht visuell erkennbar sind, aber 
dennoch unsere inneren Hohlräume auskleiden und vor potenziellen Gefahren 
externer und auch interner Natur schützen. Dazu zählen zum Beispiel die 
Schleimhäute (Mukosae) der Lungen, des Mundes, des Urogenital- oder auch 
Gastrointestinaltraktes (GI). Von all diesen stellt der gastrointestinale Trakt mit einer 
Oberfläche von 400m2 das größte mukosale Gewebe im menschlichen Organismus 
dar (Peterson und Artis 2014). Auf Grund seiner Funktionen, die in der Resorption von 
Nährstoffen und dem gleichzeitigen Schutz vor potenziell schädlichen Komponenten 
liegen, spielen v.a. dort regulative Mechanismen eine entscheidende Rolle für die 
Gesundheit des menschlichen Organismus.  
Die erste, auch als extrinsische oder Schleimhautbarriere bezeichnet, wird vom 
intestinalen Lumen selber und der das intestinale Epithel bedeckenden Muzin-Schicht 
gebildet. Während sich im Lumen des Dünndarms eine vergleichsweise geringe 
Menge an Mikroorganismen (hauptsächlich anaerobe Bakterien) befindet, beherbergt 
das Kolon mit 1014 Bakterien von 103 unterschiedlichen Stämmen den Großteil des 
intestinalen Mikrobioms (Atarashi und Honda 2011). Der Vorteil dieser dichten 
Besiedlung, die nahezu jede ökologische Nische besetzt, liegt zum einen in der 
Verdrängung von pathogenen Bakterien, über die Konkurrenz um die vorhandenen 
Nahrungsmittelressourcen, zum anderen in einer besseren Nährstoffversorgung, da 
das kommensale Mikrobiom zur Verdauung und Resorption von 
Nahrungsmittelbestandteilen (z.B.: Vitamin K1 Synthese, Verdau von Cellulose) 
beiträgt (Macpherson et al. 2005). Die Muzin-Schicht, die das intestinale Epithel 
bedeckt, ist eine gelartige Flüssigkeit. Sie wird von spezialisierten Epithelzellen, 
sogenannten Goblet- oder auch Becherzellen, sezerniert und dient als biochemische 
Barriere zum Schutz des intestinalen Epithels vor dem direkten Kontakt mit Bakterien. 
Im Kolon sind innerhalb der Muzin-Schicht zwei Phasen voneinander zu 
unterscheiden, eine dichte innere und eine lockere äußere Schicht (Johansson et al. 
2008). Die äußere Schicht, in der sich unter homöostatischen Bedingungen die 
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kommensalen Bakterien befinden, ist daher maßgeblich an der Bildung des 
intestinalen Mikrobioms beteiligt, wohingegen die dichte innere Schicht den direkten 
Kontakt mit dem darunterliegenden Epithel reguliert (Johansson et al. 2011). Neben 
diversen Muzin-Glykoproteinen (vor allem MUC2) sind antimikrobielle Peptide (AMPs), 
sowie sekretiertes Immunglobulin A (IgA) in der inneren Muzin-Schicht gelöst  
(Abb. 1-1) (Macpherson et al. 2009). Die Muzin-Barriere und deren Bestandteile 
spielen eine wichtige Rolle bei dem Erhalt der intestinalen Homöostase. So weisen 
Mäuse mit einer Deletion des MUC2-Gens eine wesentlich dünnere innere Muzin-
Schicht auf, wodurch ein direkter Kontakt mit der Mikrobiota resultiert. Dadurch werden 
vermutlich entzündliche Prozesse, wie das Auftreten einer spontanen Kolitis, aber 
auch eine erhöhte Suszeptibilität von Kolonkarzinomen begünstigt. (Johansson et al. 
2008; Velcich et al. 2002). Auch Kolitis Ulcerosa Patienten weisen eine deutlich 
dünnere Muzin-Schicht auf (Gersemann et al. 2012).  
Zu bekannten AMP Produkten, sekretiert von Paneth-Zellen des Dünndarms, zählen 
Phospholipase A, α-Defensine (auch Cryptdine genannt) und C-Typ Lektine  
(z.B. RegIIIα) und Cathelizidine. Ferner sezernieren Entero- bzw. Kolonozyten, die den 
Großteil an intestinalen Epithelzellen (IEZ) im Dünn- oder Dickdarm ausmachen,  
ß-Defensine (Gallo und Hooper 2012; Bevins und Salzman 2011). Studien im 
Mausmodell (MyD88-/-) belegen durch eine reduzierte Expression von α-Defensinen 
und polymeren Immunglobulin-Rezeptoren (pIgR) sowie veränderter Komposition der 
Mikroflora eine Funktion von Defensinen an der Regulation des intestinalen 
Mikrobioms und Homöostase der intestinalen Barriere (Larsson et al. 2012). Auch im 
humanen System zeigten Patienten mit Morbus Chron manifestiert im Ileum reduzierte 
α-Defensin-Niveaus (Wehkamp et al. 2005b). Die Sekretion von IgA resultiert aus der 
Stimulation von B-Zellen in den Peyer’schen Platten (PP) durch Dendritische Zellen 
(DCs). In Anwesenheit von TGF-ß (engl. transforming growth factor ß) erfolgt ein 
Klassenwechsel der B-Zellen in IgA produzierende Plasmazellen (Niess et al. 2005; 
Macpherson und Uhr 2004). Das sezernierte IgA gelangt dann über den Prozess der 
Transzytose zum intestinalen Lumen und kann seine Schutzfunktion übernehmen 
(Rojas und Apodaca 2002). Die Wechselwirkung zwischen IEZ und  
IgA-sezernierenden B-Zellen zeigt dabei eine adaptive Komponente des intestinalen 




Abbildung 1-1: Biochemische und immunregulatorische Barrieren des Gastrointestinaltraktes. Abgebildet ist die 
physikalische und biochemische Barriere des Kolons. Der Monolayer geformt aus spezialisierten Epithelzellen (Kolonozyten, 
M-Zellen und Goblet-Zellen) bildet die mechanische Barriere des intestinalen Epithels. Ihre sekretierten Muzin-Glykoproteine, 
anti-mikrobiellen Proteine und von Plasmazellen sezerniertes Immunglobulin A (sIgA) sind in einer zweiphasigen Muzin-
Schicht gelöst und dienen der Abwehr von pathogenen Antigenen aber auch als lösliche Verankerung und Lebensraum der 
kommensalen Mikroflora. Verändert nach (Hooper 2009). 
 
 
Die IEZs, angeordnet in einem Monolayer, formen die intrinsische bzw. physikalische 
Barriere, um kommensale und pathogene Mikroorganismen vom Wirtsorganismus zu 
separieren (Blikslager et al. 2007; Podolsky 1999). Neben der Funktion als Barriere, 
gewährleistet das intestinale hochprismatische Epithel den selektiven Stofftransport 
von Nährstoffen, Wasser und Elektrolyten über den transzellulären und parazellulären 
Transportweg (Tsukita et al. 2001). Der transzelluläre Transportweg, durch die 
Epithelzellen hindurch in die extrazelluläre Flüssigkeit, ist ein aktiver Prozess. Dabei 
gelangen die unterschiedlichen Moleküle mit Hilfe spezifischer Transportproteine, die 
sich in der apikalen und basolateralen Seite des intestinalen Epithels befinden, in die 
extrazelluläre Flüssigkeit (Kunzelmann und Mall 2002). Der Transport größerer 
Partikel oder aber ganzer Bakterien und Mikropartikel, erfolgt entweder über aktive 
Endozytose oder spezialisierte IEZs, sogenannte Mikrofalten-Zellen (M-Zellen) 
(Kraehenbuhl und Neutra 2000). Im Gegensatz dazu dient der parazelluläre 
Transportweg als Passage für kleine hydrophile Moleküle, wie zum Beispiel 
Aminosäuren und Monosacchariden (Balda 1996). Der Transport zwischen zwei 
benachbarten Epithelzellen hindurch aus dem Darmlumen in das extrazelluläre 
Zirkulationssystem wird dabei von Haft- oder auch Schlussleistenkomplexen  
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(engl. junctional complexes) reguliert (Abb.1-2, A). Insgesamt werden 4 solcher 
Zellverbindungen unterschieden, nämlich die Tight junctions, Adherens junctions, Gap 
junctions und Desmosomen (Farquhar 1963).  
 
Abbildung 1-2: Organisation des intestinalen Epithels. A) Darstellung von intestinalen Zell-Zell Adhäsionskontakten im 
intestinalen Epithel. Der Zusammenhalt zwischen einzelnen Epithelzellen und letztlich die intestinale Permeabilität werden 
vor allem durch die undurchlässigen Zellverbindungen der Tight junctions sowie der darunterliegenden Adherens junctions 
reguliert. Aber auch Desmosomen (ebenfalls Adhäsionsverbindungen) und Gap junctions können im intestinalen Epithel 
gefunden werden (Turner 2009). B) Vereinfachte Darstellung der Tight junction Struktur. Die Multiproteinkomplexe werden 
aus einer komplexen Interaktion zwischen Occludin, Claudinen und Zona Occludens Proteinen (ZO) sowie Junctional adherens 
molecules (JAMs) und Tricellulin gebildet. Über die gemeinsame Interaktion mit den Aktin-Mysion-Komplexen wird die 
Lokalisation und Permeabilität des intestinalen Epithels reguliert. Verändert nach (Barreau und Hugot 2014). 
 
 
Tight Junctions (TJs) zählen zu den undurchlässigen Zell-Zellverbindungen, die den 
parazellulären Transport regulieren und die Membranpolarität aufrechterhalten. Sie 
sind ein Multiproteinkomplex, geformt aus der Interaktion von Transmembran-
proteinen, peripheren Membranproteinen und regulatorischen Molekülen. Über die 
Interaktion mit Aktin- und Mysionfilamenten werden sie mit dem Cytoskelett der 
intestinalen Epithelzellen verbunden (Groschwitz und Hogan 2009). Den Hauptanteil 
der Transmembranproteine bilden Claudine. In Wirbeltieren konnten bisher 26 
Mitglieder der Claudin-Proteinfamilie entdeckt werden, die ein variierendes, 
heterologes Expressionsprofil in den verschiedenen Epithelien aufweisen (Mineta et 
al. 2011; Garcia-Hernandez et al. 2017). Über die Ausbildung eines transmembranen 
und transzellulären Netzes sind sie maßgeblich an dem Erhalt der Membranpolarität 
und parazellulären Permebilität von TJs beteiligt (Chiba et al. 2008). Die 
unterschiedlichen Claudine interagieren dabei entweder homo- oder heterophil 
miteinander (Furuse et al. 1999). Generell sind an der Bildung von TJs je zwei 
 5 
 
Claudinproteine beteiligt (Abb. 1-2) (Tsukita et al. 2001; Rahner et al. 2001). Neben 
Claudin ist Occludin ebenfalls ein bekanntes Transmembranprotein von TJs, dessen 
genaue Funktion derzeitig jedoch unklar ist (Groschwitz und Hogan 2009). Eine 
weitere integrale Membranproteinfamilie, die „junctional adherens molecules“ (JAMs), 
werden von einer Vielzahl unterschiedlicher Zellen, wie Epithel-, Endothel- und 
Immunzellen exprimiert und gehören der Superfamilie der Immmunglobuline an (Ebnet 
et al. 2004). Bekannt ist, dass eine homophile Interaktion z.B. zwischen JAM-A oder 
JAM-B an dem Erhalt funktionaler TJs beteiligt ist, wohingegen heterophile 
Interaktionen eine Rolle bei der Kommunikation zwischen Leukozyten und dem 
Endothel spielen können (Bazzoni et al. 2000; Bazzoni 2003). Zu den bekannten 
peripheren Membranproteinen zählen Zona Occludens 1-3 (ZO-1-3). Über die 
Interaktion mit den Transmempranproteinen und den Bestandteilen des Cytoskeletts, 
sorgen diese Proteine für eine feste und stabile Verankerung der TJ-Multiprotein-
komplexe im intestinalen Epithel (Assimakopoulos et al. 2011).  
Zusammen mit TJs formen die unmittelbar darunterliegenden Adherens junctions 
(AJs) und Desmosomen den sogenannten apikalen junctionalen Komplex (AJK) 
(Mehta et al. 2015). Dieser Zusammenschluss sorgt letztlich für den korrekten 
parazellulären Transport im intestinalen Epithel. Im Einzelnen sorgen AJs für eine 
konstante zelluläre Lokalisation im intestinalen Epithel, aber auch für eine interzelluläre 
horizontale Kommunikation zwischen den intestinalen Epithelzellen (Han und Yap 
2012). Hauptbestandteil von AJs sind Cadherine, wovon Epithelial-Cadherin (auch E-
Cadherin oder Cadherin-1) zu den bekanntesten zählt. Durch die homophile 
Interaktion seiner extrazellulären Domänen werden symmetrische Ankerver-
bindungen zwischen den benachbarten Epithelzellen erzeugt (Halbleib und Nelson 
2006). Intrazellulär erfolgt über die Interaktion von E-Cadherin mit ß-Catenin die lokale 
Regulation der Aktinzusammensetzung und damit die Bildung des perijunctionalen 
Aktomysion-Ringes, der die Verbindung zum Zytoskelett der intestinalen Epithelzellen 
darstellt (Han und Yap 2012). Fehlen AJs im intestinalen Epithel, resultiert dies in 
einem Verlust des Zell-Zell und Zell-Matrix Kontaktes, ineffektiver Zellpolarität, 
Differenzierung und Apoptose (Hermiston und Gordon 1995a).   
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1.1.1.1 Dysregulation der intestinalen Permeabilität über immunologische und 
bakterielle Stimuli  
Die intestinale Permeabilität kann über unterschiedlichste Mechanismen reguliert 
werden, wobei vor allem exogene Faktoren wie zum Beispiel pathogene 
Mikroorganismen, apoptotische Prozesse der IEZs, das lokale Zytokin-Milieu sowie 
Immunzellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems eine zentrale Rolle 
spielen (Groschwitz und Hogan 2009). Im Falle einer Dysregulation ist meistens die 
Integrität des intestinalen Epithels über die Aktivierung des zentralen MLCK 
abhängigen (engl. Myosin-light-chain-kinase) Regulationsmechanismuses von TJs 
betroffen. Des Weiteren zeigen aktuelle Studien eine erhöhte Expression und Aktivität 
dieser Kinase in Patienten mit einer chronisch-entzündlichen Darmerkrankung, die auf 
eine zentrale Rolle des MLCK-Signalweges schließen lassen (Blair et al. 2006). 
Zytokin-vermittelt ist vor allem die intestinale Konzentration des Tumor-Nekrose 
Faktors-α (TNF-α) und Interferon-γ (IFN-γ) entscheidend (Madara und Stafford 1989; 
Taylor et al. 1998). Hohe Konzentrationen dieser Zytokine, wie sie bei 
inflammatorischen Prozessen charakteristisch sind, induzieren eine Reorganisation 
der TJ-Proteine (v.a. ZO-1, JAM-A, Occludin, Claudin1 und 4) und damit eine erhöhte 
parazelluläre Durchlässigkeit durch IEZs. Dieser Mechanismus wird vermutlich 
ebenfalls über die Phosphorylierung des MLC (engl. Mysin-light-chains), durch die 
Zytokin-aktivierte MLCK, vermittelt (Zolotarevsky et al. 2002). Immunregulatorische 
Mechanismen zum Erhalt der intestinalen Homöostase, sind zum Beispiel durch eine 
erhöhte Differenzierung von regulatorischen T-Zellen (Tregs), induziert durch TGF-ß 
und Retinsäure (RA), die wiederum über die Sekretion von Interleukin (IL)-10 der pro-
inflammatorischen IFN-γ-Antwort entgegenwirken, charakterisiert (Coombes et al. 
2007). Neue Erkenntnisse zeigen ferner, dass auch pathogene Mikroorganismen, wie 
zum Beispiel das enteropathogene Escherichia coli (EPEC), die intestinale Integrität 
über TJ-vermittelte, MLCK-abhängige, Regulationsmechanismen beeinflussen. Diese 
können über ihren direkten Kontakt den Zusammenhalt zwischen Occludin, ZO-1 und 
Claudin-1 destabilisieren und so die Dissoziation von apikalen TJ-Komplexen 
induzieren (Spitz et al. 1995; Muza-Moons et al. 2004). Als Antwort auf einen 
Pathogen-Stimulus (z.B. Lipopolysacchariden (LPS) oder IFN-γ) können IEZs die 
Expression induzierbarer Stickstoffmonoxid-Synthasen (iNOS) induzieren, um die 
intestinale Permeabilität aufrechtzuerhalten (Geller und Billiar 1998; Tepperman et al. 
1994). Weiterhin induzieren aktivierte Neutrophile oxidative Stressreaktionen über die 
 7 
 
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). Diese Reaktion kann in feinreguliertem 
Maß protektiv gegen mikrobiellen Befall wirken und damit schützend für die intestinale 
Barriere sein, in hohen Konzentrationen jedoch die Integrität des intestinalen Epithels 
schädigen und Muzin-Proteine depolymerisieren (Bhattacharyya et al. 2014; Harris et 
al. 1992). 
1.1.2 Das intestinale Immunsystem: Ein Überblick 
Neben den beschriebenen chemischen und mechanischen Barrieren des 
gastrointestinalen Traktes hat sich ein feinreguliertes Darm-assoziiertes Immunsystem 
entwickelt. Im Darm sind weit mehr Immunzellen beherbergt als in den restlichen 
lymphatischen Organen. Sie machen einen Anteil von 70% aller Immunzellen im 
menschlichen Körper aus und liegen konzentriert im intra-intestinalen Epithel und sub-
epithelialen Regionen vor (Jung et al. 2010). Die Herausforderung des intestinalen 
Immunsystems liegt vor allem in der Regulation der empfindlichen Balance zwischen 
protektiven Immunantworten gegenüber potenziell schädlichen Antigenen (zum 
Beispiel pathogene Mikroorganismen oder Pathobionten) bei gleichzeitiger Toleranz 
gegenüber Nahrungsmittelantigenen und der kommensalen Mikroflora. Strukturell wird 
der induktive Teil des Darm-assoziierten lymphatischen Gewebes (GALT) aus den 
Darm drainierenden mesenterischen Lymphknoten (mLN), aggregierten 
Lymphfollikeln im Dünndarm und isolierten Lymphfollikeln (ILF) im Kolon gebildet 
(Mowat 2003).  
Generell unterscheidet man zwischen dem angeborenen Immunsystem und dem 
adaptiven Immunsystem. Zu den Effektorzellen des angeborenen Immunsystems 
gehören hauptsächlich Makrophagen, DCs, Natürliche-Killerzellen (NK) und Mast-
zellen, aber auch nicht-professionelle Immunzellen wie beispielsweise IEZs, Endo-
thelzellen und Fibroblasten. Nach der Erkennung eines Pathogens anhand seiner 
pathogen-assoziierten Moleküle (PAMPs), kann das angeborene Immunsystem diese 
nach Bindung an ihre Mustererkennungsrezeptoren (PRR), wozu zum Beispiel die 
unterschiedlichen Toll-ähnlichen (TLRs) oder NOD-ähnlichen Rezeptoren (NLRs) 
gehören, phagozytieren oder mit Hilfe des adaptiven Immunsystems eine Antigen-
spezifische Reaktion induzieren (Takeuchi und Akira 2010). Zellen des adaptiven 
Immunsystems sind T-Lymphozyten (zelluläre Immunantwort) und B-Lymphozyten 
(humorale Immunantwort). Nachdem die Lymphozyten des adaptiven Immunsystems 
zumeist durch den DC-vermittelten Antigenkontakt aktiviert wurden, wandern sie in die 
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Effektor-Regionen, d.h. in das intestinale Epithel und die Lamina Propria (LP) ein, um 
Immunreaktionen zu induzieren (Maynard et al. 2012). Nachfolgend werden für die 
vorliegende Arbeit zentrale, zelluläre Bestandteile des intestinalen Immunsystems 
isoliert betrachtet und in ihrer Funktion beschrieben. Wobei auf eine Betrachtung in 
der Gesamtheit, nicht zuletzt auf Grund der Vielzahl an Komponenten des intestinalen 
Immunsystems, verzichtet werden muss.  
 
1.1.2.1 Das angeborene mukosale Immunsystem  
Mononukleäre Phagozyten (MPs), zu denen sowohl Makrophagen als auch DCs 
zählen, sind wichtige Komponenten des intestinalen Immunsystems, um effektive aber 
antigen-unspezifische Immunantworten gegen potenziell schädliche Antigene auf der 
einen und Toleranzmechanismen auf der anderen Seite zu initiieren. Intestinale 
Makrophagen, die kontinuierlich von zirkulierenden Monozyten ersetzt werden, haben 
neben der Antigen-Präsentation essentielle Funktionen in der Phagozytose von 
apoptotischen Zellen, Modulation des intestinalen Gewebes, sind aber auch, über ihr 
spezifisches Zytokinprofil, an dem Erhalt der intestinalen Homöostase beteiligt (Bain 
et al. 2014). Durch ihre Position direkt unterhalb des intestinalen Epithels sind sie 
Abbildung 1-3: Das intestinale Immunsystem unter Homöostase. Die intestinale Barriere ist eine hoch organisierte mukosale 
Oberfläche und dient dem Schutz des Organsystems vor dem Eindringen von Mikroben in die Lamina Propria. Das intestinale 
Epithel wird von einer zweiphasigen Muzin-Schicht, in der AMPs, sekretierte IgAs und Muzin-Glykoproteine gelöst sind, bedeckt. 
Das darunterliegende einschichtige Epithel wird durch IEZ gebildet, die in 5 Subtypen differenzieren können: Enterozyten bzw. 
Kolonozyten im Kolon; Goblet-Zellen, endokrine Zellen, Paneth-Zellen (hauptsächlich in der Krypt-Basis des s.i., aber auch im Kolon 
zu finden) und M-Zellen. In der darunterliegenden Lamina Propria befinden sich die Zellen des Immunsystems z.B.: Makrophagen, 
Dendritische Zellen (DCs), die unterschiedlichen T-Zellpopulationen (Th1, Th2, Th17, Treg) und IgA-produzierende Plasmazellen.  





prädestiniert, um Pathogene, die die physikalische Barriere durchbrochen haben, zu 
beseitigen (Pull et al. 2005). Im Unterschied zu peripheren Makrophagen, induziert der 
Kontakt mit Bakterien oder bakteriellen Komponenten bei intestinalen Makrophagen 
keine pro-inflammatorische Immunantwort oder Freisetzung von ROS, wonach sie 
einen hyporesponsiven Charakter besitzen (Smythies et al. 2005). In Bezug auf das 
Zytokinprofil sind intestinale Makrophagen jedoch nicht völlig anerg, sondern 
produzieren konstitutiv geringe Mengen an IL-10 und TNF-α. Phänotypisch zeichnen 
sich reife intestinale Makrophagen durch eine hohe Expression vom 
Haupthistokompatibilitätskomplex II (MHCII), CX3CR1hoch aus und sind ferner positiv 
für F4/80+ und cluster of differentiation (CD) 64. Des Weiteren exprimieren sie neben 
CD11b+ auch CD11c+ in moderaten Mengen auf ihrer Oberfläche (Bain et al. 2013). 
Das Paradigma von M1 und M2 Makrophagen in peripheren Geweben trifft auf 
intestinale Makrophagen nicht zu, da sie Eigenschaften von beiden aufweisen. So 
spricht die Expression von MHCIIhigh und TNF-α für M1 oder klassisch-aktivierte 
Makrophagen, während die Sekretion von IL-10 eher mit M2 oder alternativ- aktivierten 
Makrophagen assoziiert wird (Bain et al. 2013; Weber et al. 2011; Biswas und 
Mantovani 2010). Durch ihren nicht-migratorischen Charakter sind intestinale 
Makrophagen vermutlich nicht an initialen Differenzierungsprozessen von naiven  
T-Zellen beteiligt, induzieren jedoch durch ihre hohe MHCII-Expression eine 
sekundäre Expansion von Tregs und erhalten ihren suppressiven Phänotyp in 
Gegenwart eines inflammatorischen Milieus (Denning et al. 2007).  
Im Gegensatz dazu stellen intestinale DCs, als professionelle Antigen-präsentierende 
Zellen (APCs), eine Schlüsselkomponente in der Vermittlung zwischen oraler Toleranz 
und der Induktion von adaptiven Immunreaktionen dar (Steinman 2012). Intestinale 
DCs sind sowohl in der Lage naive intestinale CD4+ T-Zellen in den mLNs oder PPs 
zur Differenzierung in Effektor T-Zellen anzuregen (engl. prime) (Uematsu et al. 2008) 
als auch die Expansion von Tregs zu stimulieren (Coombes et al. 2007). Die genauen 
Mechanismen wie DCs den Wechsel zwischen einem tolerogenen hin zu einem 
aktivierenden Phänotyp vollziehen sind bislang nicht vollständig geklärt. Dabei 
beeinflusst die Natur des präsentierten Antigens sowie die dadurch initiierte Zytokin-
Sekretion die klonale Expansion und Differenzierung in die unterschiedlichen  
T-Zellpopulationen (s. Kap. 1.1.2.2) (Steimle und Frick 2016). Diese Eigenschaft wird 
durch die Expression des C-C-Motiv-Chemokin-Rezeptors 7 (CCR7) auf der 
Oberfläche von DCs ermöglicht, wodurch sie ihren migratorischen Phänotyp erhalten, 
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um in die mLNs einwandern zu können (Schulz und Pabst 2013). Intestinale DCs 
können von Monozyten und Makrophagen durch ihre Expression von CD103+, CD11c+ 
MHCII+ F4/80- und CD64- unterschieden werden (Farache et al. 2013; Scott et al. 
2015).  
1.1.2.2 Das adaptive mukosale Immunsystem   
Nach der Antigen-Präsentation über APCs und Bindung an den spezifischen T-Zell 
Rezeptor (TZR) erfolgt, abhängig vom Agens und dem dominierenden Zytokin-Milieu, 
die Induktion einer antigen-spezifischen protektiven, tolerogenen oder inflam-
matorischen Immunantwort. Diese Mechanismen, vermittelt durch die Vielzahl an 
Leukozyten im intra-und subepithelialen Kompartiment des intestinalen Gewebes, 
induzieren den Status einer „kontrollierten Entzündung“ und dienen dem Erhalt der 
intestinalen Homöostase (Biancone et al. 2002). Wichtige Komponenten um zwischen 
diesen empfindlichen Aufgaben zu vermitteln, sind die unterschiedlichen CD4+  
T-Helferzellen (Th), die über ihr spezifisches Zytokin- und Chemokinprofil weitere 
Zellen des Immunsystems aktivieren oder rekrutieren können. Bezüglich der Induktion 
intestinaler Immunreaktionen sind vor allem die Effektorfunktionen von Th1, Th2 und 
Th17-Zellen und ihr regulatives Gegenstück, die Tregs von zentraler Bedeutung  
(Abb. 1-4). Dabei erkennen CD4+ T-Zellen nur Antigene die über MHCII präsentiert 
wurden (König et al. 1992).  
Regulatorische T-Zellen, ursprünglich auch als Suppressor-Zellen benannt, zeichnen 
sich durch die Sekretion der anti-inflammatorischen Zytokine TGF-ß und IL-10 aus. 
Zur Differenzierung benötigen sie vor allem TGF-ß und die Transkription des FoxP3-
Gens (engl. forkhead-box 3). Ihre zentralen Aufgaben liegen in dem Erhalt der Selbst-
Toleranz gegenüber körpereigenen Antigenen, der Inhibierung von Auto-
immunreaktionen und der Reduktion von Gewebeschäden während unterschiedlicher 
Infektionen (Sakaguchi et al. 2008). Im intestinalen Milieu bedeutet dies vor allem die 
symbiontische Beziehung zur intestinalen Mikroflora aufrechtzuerhalten (Gambineri et 
al. 2003). Von substanzieller Bedeutung ist dabei die Fähigkeit, neben IL-35 und  
IL-15, IL-10 zu sezernieren, um Th1- und Th17-Zellen zu inhibieren. Im Dünndarm 
übernehmen diese Funktionen sogenannte regulatorische T-Zellen vom Typ 1  
(Tr1-Zellen: CD4+FoxP3-). Man unterscheidet dabei zwischen natürlichen (n) und 
induzierten (i) Tregs, je nach Ort ihrer Reifung. Wie der Name nTreg bereits nahelegt, 
entwickelt sich diese Gruppe während der normalen T-Zell-Reifung im Thymus. Dabei 
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exprimieren nTregs, bereits während sie den Thymus verlassen, stabil FoxP3 und 
zeichnen sich durch Antigen-Spezifität und Langlebigkeit in den peripheren Regionen 
aus (Mills 2004; Chen et al. 2003). Für die Induktion und Expansion von nTregs ist IL-2 
sowie eine Stimulation des TZR-CD3 Komplexes zusammen mit dem  
co-stimulatorischen Molekül CD28 notwendig (Tang et al. 2004). Im Gegensatz dazu 
entwickeln sich iTregs direkt in den peripheren lymphatischen Organen, wobei TGF-ß 
(sekretiert von apoptotischen Zellen) maßgeblich an der induzierten FoxP3-Ex-
pression beteiligt ist (Li et al. 2006). Dieser Mechanismus verdeutlicht die sensible 
Regulation des intestinalen Immunsystems gegenüber Selbst-Antigenen und 
bakteriellen Bestandteilen über das Verhätnis von Effektor-T-Zellen (Teff) zu Tregs. In 
Studien, die das Modell des adoptiven Zelltransfers nutzten, konnte ebenfalls gezeigt 
werden, dass die Entwicklung einer chronischen Kolitis durch den zusätzlichen 
Transfer von Tregs rückgängig gemacht werden kann (Powrie et al. 1993). Die 
physiologische Reaktivität von Th1-Zellen gegen Bestandteile der kommensalen 
Mikrobiota z.B. gegen Polysaccharide der Bacteroides-Spezies (Mazmanian et al. 
2005) oder aber Th17-Zellen gegen segmentierte filamentöse Bakterien (SFBs) 
(Ivanov et al. 2009), verdeutlichen die Notwendigkeit eines funktionalen Treg- Kom-
partimentes. Daraus ergibt sich aber auch die protektive Funktion von Th1- und  
Th17-Zellen in der Abwehr einer potenziell schädigenden Kolonisierung des 
intestinalen Epithels durch kommensale Bakterien (Gautreaux et al. 1995). Weiterhin 
vermittelt das CD4+ T-Zellkompartiment über seine Kommunikation mit intestinalen 
Phagozyten und Epithelzellen eine Steigerung ihrer antimikrobiellen Funktionen, die 
einen weiteren Mechanismus zur Prävention vor opportunistischen Infektionen 
darstellt. Dabei induziert das Th1-Zytokin IFN-γ die Aktivierung von Makrophagen, die 
im Umkehrschluss IL-12 ausschütten und damit weitere Th1-Zellen aktivieren (positiver 
Feedback-Loop). Eine ähnliche Situation ergibt sich für intestinale Th17-Zellen, die 
durch ihre IL-22 Sekretion die Produktion von AMPs unterstützen. Weitere Produkte 
von Th17-Zellen wie IL-17A und IL-17F rekrutieren Neutrophile oder können die 
Funktion von Tregs über IL-21 inhibieren (Weaver et al. 2006). Zusammen favorisiert 
das dynamische gastrointestinale System den Status sogenannter physiologischer 
Toleranz maßgeblich über das Kompartiment regulatorischer T-Zellen (Geuking et al. 
2011). Unter homöostatischen Bedingungen sind Th2-Zellen, vermutlich auf Grund der 
nahezu ausgestorbenen Besiedlung des GI mit Helminthen in industrialisierten 
Ländern nur in geringer Frequenz im GI zu finden (Blaser und Falkow 2009; Umetsu 
et al. 2002). Ferner können sich Th1 und Th2-Zellen gegenseitig inhibieren, wodurch 
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die Anzahl von Th2-Zellen ebenfalls limitiert wird (Th1-Zellen über IFN-γ; Th2-Zellen 
über IL-4) (Gajewski und Fitch 1988; Rafael Fernandez-botran 1988). 
 
CD8+ T-Zellen, häufig auch als zytotoxische T-Zellen (ZTL oder Tc1) bezeichnet, 
schützen vor intrazellulären Krankheitserregern (z.B. Viren, Bakterien, Parasiten, 
entarteten Zellen). Nach dem MHCI-vermittelten Antigenkontakt kann eine Tc1-Zelle 
die betreffende Zielzelle über drei unterschiedliche Mechanismen abtöten (Cresswell 
et al. 2005). Erstens über die Sekretion spezifischer Zytokine, hauptsächlich TNF-α 
und IFN-γ, die eine anti-tumor bzw. anti-mikrobielle Wirkung besitzen. Zweitens 
können sie zytotoxische Granula produzieren, deren Inhalt durch Perforin und 
unterschiedlichen Granzymen dominiert ist. Dabei ist anzumerken, dass zytotoxische 
Granula neben Tc1-Zellen auch von NK-Zellen des angeborenen Immunsystems 
produziert werden können. Ein dritter Mechanismus, eine infizierte Zelle zu zerstören, 
ist die Interaktion zwischen dem Todesrezeptor Fas (APO-1, CD95) mit dem Fas-
Liganden (Harty et al. 2000). 
1.1.2.3 Co-inhibitorische Toleranzmechanismen  
Viele periphere Mechanismen der Toleranzinduktion von T-Zellen, wie zum Beispiel 
die immunologische Ignoranz, oder klonale Deletion autoreaktiver T-Zellen und 
Suppression durch regulatorische T-Zellen und Zytokine sind bis heute anerkannt 
(Kamradt et al. 2003). In wie weit diese Mechanismen auch auf das mukosale 
Abbildung 1-4: CD4+ T-Zell-Populationen und ihre Differenzierungsfaktoren. Die Differenzierung in die unterschiedlichen 
CD4+ T-Zell-Populationen erfolgt in Abhängigkeit des Zytokin-Milieus und verschiedenen Transkriptionsfaktoren. 





Immunsystem übertragbar sind, ist bis heute Gegenstand intensiver Forschungs-
bemühungen. Dies liegt in den einzigartigen anatomischen und physiologischen 
Eigenschaften des mukosalen Immunsystems begründet. Unter mukosaler 
Immuntoleranz versteht man die Induktion von regulatorischen Mechanismen, die dem 
Schutz der intestinalen Mikroflora und Integrität vor der Entwicklung von autoreaktiven, 
hyper-inflammatorischen T-Effektorzellen dienen (Liu und Lefrancois 2004). Die 
indirekte Regulation von Effektor-T-Zellen über sogenannte co-inhibtorische Moleküle 
ist dabei von wachsendem wissenschaftlichen Interesse und deren Dysregulation vor 
allem in Mausmodellen von chronisch-viralen Infektionen und der Tumorbiologie 
untersucht worden (Blackburn et al. 2008; Fourcade et al. 2010). Bei diesen 
Erkrankungen, die durch eine persistierende Antigen-Exposition oder Entzündung 
charakterisiert sind, können die normalen regulativen Prozesse gestört sein und einen 
veränderten T-Zellphänotyp (engl. T-cell exhaustion) induzieren. Dieser zeichnet sich 
durch einen progressiven Verlust der Effektor-T-Zellfunktion und einer drastisch 
erhöhten Expression von inhibitorischen Molekülen aus. Zu den bekanntesten co-
inhibitorischen Rezeptoren gehören der programmierende Todesrezeptor 1 (PD-1) 
(Zhang et al. 2004), das zytotoxische T-Lymphozyten Antigen 4 (CTLA-4) (Walunas et 
al. 1994), das aktivierende Lymphozyten Gen 3 (LAG-3) (Huang et al. 2004) und das 
T-Zell Immunglobulin 3 (TIM-3) (Monney et al. 2002). Die Mehrzahl co-inhibitorischer 
Moleküle gehört der Immunglobulin-Superfamilie an und ihre funktionsweise kann in 
drei Mechanismen unterteilt werden (Odorizzi und Wherry 2012). Der erste 
Mechanismus, um eine T-Zelle zu inhibieren, schränkt die optimale Signaltransduktion 
auf der Zelloberfläche über Interaktionen (kompetitiver Antagonismus) mit den  
co-stimulatorischen Rezeptoren ein und wird beispielsweise von CTLA-4 und Lag-3 
verwendet. Der zweite Mechanismus betrifft die Rekrutierung von intrazellulären 
Phosphatasen durch die intrazellulären ITIM-Motive (engl. immunoereceptor tyrosin-
based inhibitory motives) der co-inhibitorischen Rezeptoren. Dabei werden die 
Signalmoleküle des co-stimulatorischen Signalweges angegriffen und damit deren 
aktivierungsinduzierte Genexpression inhibiert. Zu den co-inhibitorischen Rezeptoren, 
die diesen Signalweg verwenden zählen PD-1, CTLA-4 und TIM3 (Thaventhiran 2013). 
Als letzter Mechanismus ist die Induktion weiterer Gene des inhibitorischen 
Signalweges zu nennen und kann beispielsweise ebenfalls von PD-1 verwendet 




Abbildung 1-5: Co-inhibitorische Moleküle und Interaktionen zur Regulation der T-Zellfunktion. Dargestellt sind die 
Liganden und Rezeptorverbindungen für die Signaltransduktion von inhibitorischen Signalwegen die zum Phänotyp der T-Zell 
Ermüdung (engl. exhausten) beitragen. Viele dieser Rezeptoren besitzen zur Signaltransduktion immunereceptor tyrosin-
based inhibitory motifs (ITIMs) oder aber immunoreceptor tyrosine-based switch motifs (ITSMs). Die Signaltransduktion wird 
hauptsächlich über 3 Mechanismen vermittelt. 1) Durch den kompetitiven Antagonismus, 2) der Modulation intrazellulärer 
Mediatoren oder 3) durch die Induktion inhibitorischer Gene. AP-1: aktivierendes Protein 1; BAT: HLA-B assoziiertes 
Transkript 3; BTLA: B-und T-Lymphozyt assoziiertes Protein; CEACAM1: Carzinoembryonales Antigen-ähnliches 
Zelladhäsionsmolekül 1; CTLA-4: zytotoxisches T-Lymphozyten Antigen 4; GRB2: growth factor receptor-bound protein 2; 
HVEM: Eintrittsmediator des Herpes Virus; Lag3: das aktivierende Lymphozyten Gen 3; NFAT: nuclear factor of activated T-
cells; NfκB: nuclear-factor-κB; PD-1: programmierender Todesrezeptor 1; PD1L: PD-1 Ligand; PI3K: Phosphoinositid-3-
Kinasen; PLCγ: Phospholipase Cγ; TIGIT: T-Zell Immunrezeptor mit ITIM und Immunglobulin Domänen; TIM-3: T-Zell 
Immunglobulin 3. Verändert nach (Wherry und Kurachi 2015). 
 
 
Die induzierte Expression von PD-1 auf aktivierten T-Effektorzellen ist homogen 
verteilt, bevorzugt jedoch in Nähe der TZRs, um eine erfolgreiche Bindung an seinen 
Liganden PDL-1 (konstitutiv auf T-und B-Zellen, DCs, Makrophagen, mesenchymalen 
Stammzellen und Mastzellen exprimiert) und PDL-2 (induzierte Expression auf DCs 
und Makrophagen und Mastzellen) zu garantieren (Bennett et al. 2003). Die 
Expression von PD-1 ist dabei abhängig von der Stärke der TZR-Stimulation. So 
induzieren z.B. starke TZR-Stimuli eine hohe PD-1 Expression (Wei et al. 2013). Die 
Bindung von PD-1 an seinen Liganden kann sowohl Einfluss auf die Expression  
anti-apoptotischer Moleküle (z.B. Bcl-XL) als auch von Effektor-assoziierten Molekülen 
wie GATA-3, T-bet und Eomes haben (Chemnitz et al. 2004; Keir et al. 2008). Das  
co-inhibitorische Molekül Lag3 bindet hingegen mit hoher Affinität an die MHCII-
Moleküle von APCs (Hemon et al. 2011). Funktionell führt der inhibitorische Signalweg 
von Lag-3 u.a. zu einer Stagnation der T-Zellentwicklung in der S-Phase, limitiert die 






repertoires (Workman et al. 2004). Die Expression von TIM-3 ist hauptsächlich auf das 
IFN-γ-produzierende Th1 und Tc1-Zellkompartiment beschränkt, kann aber auch auf 
Makrophagen und DCs detektiert werden, wo es möglicherweise eine Funktion in der 
Beseitigung von apoptotischen Bestandteilen besitzt (Sakuishi et al. 2011). Die 
Bindung von TIM-3 an seinen Liganden Galectin-9, ein Mitglied der S-Typ Lektine, 
induziert Prozesse der Zellaggregation und den Zelltod von Th1, nicht aber von  
Th2-Zellen. Daher stellt die Co-Inhibition von TIM-3 einen negativen Rückkopplungs-
mechanismus gegen unkontrollierte und schädigende Th1-Immunreaktionen dar 
(Ahmed und Honjo 2011). Neben Galectin-9 weisen neueste Studien auf CEACAM1 
(Kap. 1.2.1) als weiteren Interaktionspartner von TIM-3 hin (Huang et al. 2015).  
1.2 Zelladhäsionsmoleküle-CEA  
Die Familie der Carzinoembryonalen Antigene (CEA) gehört der Immunglobulin 
Superfamilie von Zelladhäsionsmolekülen (IgCAM) an, die über 29 Gene und 11 
Pseudogene auf dem Chromosom 19q13.2 codiert werden (John A. Thompson et al.). 
Die zugehörigen Mitglieder dieser Proteinfamilie werden in CEA-Zelladhäsions-
moleküle (CEACAMs) und schwangerschaftsspezifische Glykoproteine PSGs (engl. 
pregnancy-specific glycoproteins), anhand ihrer Homologien und Expressionsprofile, 
unterteilt (Hammarstrom 1999). CEACAMs sind auf Zelloberflächen lokalisiert, 
wohingegen PSGs sekretiert werden. Charakteristisch ist ein breites Expressionsprofil 
auf Endothel-, Epithel- und Immunzellen. In ihrer Gesamtheit sind CEACAMs an der 
Modulation von interzellulären Adhäsionsprozessen und Signaltransduktions-
kaskaden beteiligt, können aber auch als Pathogenrezeptoren fungieren (Öbrink 1997; 
Muenzner et al. 2000). Strukturell zeichnen sich die Mitglieder dieser Familie durch 
eine extrazelluläre Domäne bestehend aus hochkonservierten IgV-ähnlichen  
N-Domänen (engl. immunglobulin variabel-region-like N domain) und davorliegende 
IgC2-ähnliche Domänen (engl. immunglobulin constant-region-type-2-like domain) 
aus, die in variabler Anzahl exprimiert werden. (Hammarstrom 1999). Der Membran-
kontakt wird entweder über einen Glykophosphatidylanker (CEACAM5-8) oder über 
eine Transmembranverbindung (CEACAM1, 3-4) hergestellt (vgl. Abb. 1-6). Für die 
weitere Signaltransduktion ist vor allem die Beschaffenheit der transmembranen bzw. 
zytoplasmatischen Domäne wichtig (Dveksler et al. 1993). In intestinalen Epithelzellen 
des Menschen werden v.a. 4 Mitglieder der CEA-Familie auf der luminalen Seite oder 
der Kryptbasis exprimiert (hCEACAM1 und hCEACAM5-7). Diese Mitglieder sind 
unterhalb der inneren Muzin-Schicht, eingebettet in einer dichten Glycokalix, 
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lokalisiert. Interessanterweise weisen Goblet-Zellen eine Expression von hCEACAM5 
und hCEACAM6 auf (Lars Frängsmyr et al. 1995; Frängsmyr et al. 1999). 
Insbesondere hCEACAM5 (auch als CEA bezeichnet) findet bis heute als Biomarker 
bei Patienten mit der Diagnose von Kolonkarzinomen Verwendung, um zum Beispiel 
die Reaktion nach einer Chemotherapie zu dokumentieren (Goldstein und Mitchell 
2005). 
 
Abbildung 1-6: Die humane CEA-Immunglobulin Superfamilie. Dargestellt sind alle 12 Mitglieder der humanen CEA-Familie. 
Strukturell zeichnen sie sich durch eine variable IgV-ähnliche N-Domäne (rot) und konstante IgC2-Domänen aus (grün). 
CEACAM5-8 und 21 sind mit der Membran über einen Gylokophosphatidylanker, wohingegen die übrigen durch bona fide 
Transmembranverbindung, verbunden sind. CEACAM1 besitzt, im Gegensatz zu den anderen, keine immunereceptor tyrosin-
based activaton-Motive ITAM-Motive (blaue), sondern zwei ITIM-Motive (rot). CC: CEACAM; h: human; m: murin; PSG: 
pregnancy-specific glycopreoteins. Nummern geben die Anzahl der Glykolysierungsstellen an. Verändert nach (Zebhauser et 




Das CEA-ähnliche Zelladhäsionsmolekül 1 (CEACAM1, auch als CD66a, Bgp1 
bezeichnet) weist von allen Mitgliedern dieser Familie die größte Verteilung in den 
unterschiedlichen Geweben im Wirbeltierorganismus auf und ist eines von wenigen 
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Mitgliedern, dessen Homologe auch in Nagetieren nachgewiesen werden konnten 
(Zebhauser et al. 2005). Die Erstbeschreibung erfolgte durch Gold und Freedman im 
Jahr 1965 in Kolonkarzinomen (Gold & Freedman, 1965). Später folgten Nachweise in 
verschiedenen Epithelien, Endothelien und Leukozyten (Watt et al. 1991; Muenzner et 
al. 2000; Möller et al. 1996; Khan et al. 1993; Öbrink 1997). Über alternative Splicing-
Prozesse können im Menschen 12 und in der Maus 4 Isoformen von CEACAM1 
unterschieden werden (Abb. 1-7). Die hohe Anzahl an Isoformen kommt durch die 
variable Anzahl der IgC2-ähnlichen, extrazellulären Domänen aber auch durch die 
Länge der intrazellulären Domänen, die entweder lang (L) oder kurz (S) sein können, 
zustande. Die L-Isoformen exprimieren zwei ITIM-Motive in ihrer zytoplasmatischen 
Domäne, über die hauptsächlich inhibitorische Signale geniert werden, wohingegen 
die CEACAM1-S Isoformen keine ITIMs besitzen, aber durch ihre Interaktionsfähigkeit 
mit Calmodulin, Aktin und Tropomysion vermutlich regulatorische Aufgaben bei der 
Organisation vom Zytoskelett übernehmen (Chen et al. 2004; Schumann et al. 2001; 
Gray-Owen und Blumberg 2006). Ferner ist die relative Verteilung zwischen 
CEACAM1L- und CEACAM1S Isoformen variabel und kann sich je nach Zelltyp, 
Differenzierungsstadium und Aktivierungsstatus verändern (Bernhard B. Singer et al. 
2000). Die Funktion von CEACAM1 als interzelluläres Adhäsionsmolekül kann 
entweder durch homophile Interaktionen (CEACAM1-CEACAM1) oder über 
heterophile Interaktionen (CEACAM1-CEACAM5, 6 und 8) initiiert werden (Watt 2001; 
Stern et al. 2005; Singer et al. 2014; Oikawa et al. 1992). Die bisher bekannten 
Funktionen von CEACAM1 sind sehr umfassend. So konnte ein Zusammenhang 
zwischen dem CEACAM1 Expressionsprofil und der Tumorgenese dokumentiert 
werden, da ein wechselndes Expressionsprofil in den unterschiedlichen 
Krebserkrankungen festgestellt werden konnte. Beispielsweise ist die CEACAM1 
Expression in der frühen Tumorgenese von Kolonkarzinomen, Brust- und 
Prostatakrebs reduziert, aber in metastasierenden Kolonkarzinomen hochreguliert, 
was auf eine Funktion in der Tumorentwicklung schließen lässt (Leung et al. 2008; 
Horst und Wagener 2004; Zhou et al. 2017). Ferner übernimmt CEACAM1 regulative 
Aufgaben in angeborenen und adaptiven Immunprozessen. So steigt zum Beispiel die 
Expression von CEACAM1 auf aktivierten T-Zellen nach Stimulation ihres TZR-CD3 
Komplexes oder in Gegenwart von IL-2, IL-7 und IL-15 rapide an (Möller et al. 1996; 
Donda et al. 2000). B-Zellen zeigen hingegen eine konstitutive Expression, 
unabhängig von ihrem Aktivierungsstatus (Greicius et al. 2003). Zusammenfassend 
unterstützt CEACAM1 viele Zellfunktionen wie Proliferation (Singer, Bernhard B. et al. 
 18 
 
2001), Differenzierung, Morphogenese und Apoptose (Nittka et al. 2004) und ist 
vermutlich an regulativen Prozessen der intestinalen Homöostase beteiligt 
(Hammarstrom und Baranov 2001). Letztere ist von großem wissenschaftlichen 
Interesse, da die Expression von CEACAM1 auf T-Zellen während chronisch-ent-
zündlicher Darmerkrankungen und Zöliakie erhöht ist (Morales et al. 1999; Donda et 
al. 2000; Costello et al. 2005). Ferner zeigen Mäuse in denen der Signalweg von 
CEACAM1, z.B. über die Verwendung eines CEACAM1 spezifischen Antikörpers 
moduliert wurde, eine verminderte Pathophysiologie während einer Trinitro-
benzonsulfonsäure (TNBS) oder Oxazolon-induzierten Kolitis (Iijima et al. 2004). 
Insgesamt stützen diese Erkenntnisse die Hypothese, dass CEACAM1 an der 
Modulation der gastrointestinalen Homöostase beteiligt sein könnte und als  
co-inhibitorischer Rezeptor von T-Zellen ebenfalls bei der Entwicklung neuer 
therapeutischer Ansätze von besonderem Wert sein kann.  
 
Abbildung 1-7: CEACAM1-Isoformen. Durch den Prozess des alternativen Splicings steigert sich die Vielfalt von CEACAM1 um 
12 Isoformen im humanen und 4 im murinen Organismus. Dargestellt sind neben den variablen IgV- und IgC2-ähnlichen 
Domänen die charakteristischen langen (L) und kurzen (S) Isoformen, sowie die sekretierten Isoformen ohne 
Membranverbund. CC: CEACAM; h: human; m: murin; PSG: pregnancy-specific glycopreoteins; Nummern geben die Anzahl 
der Glykolysierungsstellen an (für CEACAM1-2L und 1-2S unbekannt). Verändert nach (Beauchemin und Arabzadeh 2013; 
Budt et al. 2002; Gray-Owen und Blumberg 2006). 
 
 
1.3 Chronisch-entzündliche Darmerkrankungen  
Mit dem Begriff chronisch-entzündliche Darmerkrankungen (CED) werden im 
Wesentlichen zwei unterschiedliche Krankheitsbilder, zum einen Kolitis Ulcerosa (KU) 
und zum anderen Morbus Chron (MC), beschrieben. Beide Krankheitsbilder sind durch 
chronisch rezidivierende Entzündungsreaktionen des gastrointestinalen Traktes 
charakterisiert und verlaufen in der Regel schubweise, unterbrochen von 
symptomarmen oder symptomfreien Intervallen (Remissionsphasen) (Neurath und 
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Finotto 2006). In den letzten Jahrzehnten ist das wissenschaftliche Interesse zum 
einen auf Grund der hohen Prävalenz (KU: 505; MC: 322 pro 100.000 Personen) und 
Inzidenz (KU: 24,3; MC 12,7 pro 100.000 Personen/Jahr) (Molodecky et al. 2012) der 
an CED erkrankten Personen, aber auch auf Grund der komplexen Ätiologie, die die 
Entwicklung von kausalen therapeutischen Maßnahmen erschweren, stark 
angestiegen. Daher beschränken sich bisherige therapeutische Maßnahmen auf die 
Therapie der Symptomatik mit dem Ziel einer Remissionsinduktion und dem 
anschließenden Remissionserhalt (Zenlea und Peppercorn 2014). 
Personen die an CED leiden, sind in ihrer Lebensqualität stark eingeschränkt. So sind 
häufige klinische Leitsymptome eine erhöhte Stuhlfrequenz, Diarrhöe, krampfartige 
Bauchschmerzen, perianale Läsionen und Gewichtsverlust (Podolsky 2002). Für eine 
Diagnostik kommt erschwerend hinzu, dass die beschriebenen Symptome sehr 
variabel sind und eine weitreichende Anamnese erfordern, wodurch eine Diagnose 
meist verzögert erfolgt (Baumgart und Sandborn 2012). Des Weiteren sind CED-
Patienten für Folgeerkrankungen, wie zum Beispiel der Entwicklung von kolorektalen 
Karzinomen, anfälliger (20% der CED Patienten) (Lakatos 2008). Im Unterschied zu 
KU, handelt es sich bei MC um eine diskontinuierliche transmurale Entzündung, die 
den gesamten gastrointestinalen Trakt betreffen kann. Typischerweise findet man 
zwischen den entzündeten Regionen auch gesunde Bereiche (engl. skip leasions) 
(Mathews et al. 1971). Häufig manifestieren sich diese am distalen Bereich des 
Dünndarms (terminales Ileum, in 45 %) und im Kolon (32 %), wohingegen Ösophagus, 
Magen, Duodenum und proximale Bereiche des Dünndarms deutlich seltener befallen 
sind (Thia et al. 2010). Bei KU handelt es sich hingegen um eine kontinuierliche 
Entzündung meist auf die rektalen Bereiche des Kolons, beschränkt. Wenn das 
gesamte Kolon betroffen ist, spricht man von einer Pankolitis (Taylor 1966). Ein 
weiteres charakteristisches Merkmal ist die Limitation der Entzündungen auf die 
Mukosa und Submukosa (Khor et al. 2011a).  
1.3.1 Ätiologie und Pathogenese  
Bis heute konnte die Ätiologie von CED nicht abschließend aufgeklärt werden. 
Derzeitige Erkenntnisse lassen aber auf eine multifaktorielle Erkrankung, ausgelöst 
durch eine komplexe Interaktion zwischen Umwelteinflüssen, intestinalem Mikrobiom, 
immunologischen Reaktionen und genetischer Disposition, schließen (Karlinger et al. 
2000) (vgl. Abb. 1-8). Dabei stützen wissenschaftliche Studien aktuell die Hypothese, 
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dass CED das Resultat einer dysfunktionalen intestinalen Barriere sein könnte, 
woraufhin eine fehlgeleitete Immunreaktion gegen luminale Antigene in genetisch 
prädisponierten Menschen eingeleitet wird (Mankertz und Schulzke 2007). Neben der 
Hypothese CED als Barriere-Erkrankung zu bezeichnen wird weiterhin der 
Zusammenhang von CED als Folge einer Infektion durch potenziell pathogene 
Mitglieder des intestinalen Mikrobioms kontrovers diskutiert (Kap. 1.3.1.2).  
 
Abbildung 1-8: CED als multifaktorielle Erkrankung. A) Derzeitige Hypothese für die Ätiologie von CED. B) Bekannte 
Umweltfaktoren. Vermutlich entsteht CED aus der Wechselwirkung von, intestinaler Mikrobiota und genetischen 
Risikofaktoren, die letztlich in einer fehlgeleiteten Immunantwort des angeborenen und adaptiven Immunsystems enden. 
Verändert nach (Ananthakrishnan 2015) und (Xavier und Podolsky 2007). 
 
 
1.3.1.1 Umweltfaktoren  
Zu einem der bekanntesten Umweltfaktoren gehört zum Beispiel das Rauchen. 
Zwischen KU und Rauchern besteht eine inverse Korrelation, so wurde in einer 
Kohorte von aktiven Rauchern ein protektiver Effekt auf die Entwicklung von KU 
gefunden, wohingegen Ex-Raucher eine höhere Inzidenz besitzen. Ferner wirkt sich 
aktives Rauchen negativ auf die Entwicklung einer MC aus, da es mit einem 
aggressiveren Verlauf aber auch einem früheren Krankheitsausbruch einhergehen 
kann (Harries et al. 1982; Mahid et al. 2006). Neben diesem konnten bestimmte 
Medikamente (Schmerzmittel (z.B.: NSAIDs) in hohen Dosen über einen längeren 
Zeitraum) (Ananthakrishnan et al. 2012), Ernährung (arm an Obst und Gemüse) 
(Ananthakrishnan et al. 2013) aber auch Stress (Bonaz und Bernstein 2013) als 
Risikofaktoren identifiziert werden. 
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1.3.1.2 Intestinales Mikrobiom/Barriere  
Der Einfluss des Mikrobioms kann wie bereits in Kapitel 1.1.1 beschrieben von Vorteil, 
aber im Falle einer Dysbiose negative Auswirkungen für den Wirt haben. Dies konnte 
in den letzten Jahren durch Entzündungsreaktionen in Mausmodellen oder CED-
Patienten nachgewiesen werden (Tamboli 2004; Farrell und LaMont 2002; Tamboli 
2004). So zeigte sich zum Beispiel, dass für Kolitis-Mausmodelle eine diverse 
Mikrobiota benötigt wird um überhaupt Entzündungsprozesse analysieren zu können, 
denn bei IL-10-defizienten Mäusen, die unter sterilen (engl. germ-free; GF) 
Bedingungen gehalten wurden, entwickelte sich keine Helicobacter hepaticus 
induzierte Kolitis (Dieleman et al. 2000). Auf der anderen Seite konnte eine protektive 
Funktion der Mikrobiota in dem Modell der Dextran-Sodium-Sulfat (DSS)-induzierten 
Kolitis gezeigt werden, in dem DSS WT-Mäuse im Gegensatz zu den GF-Mäusen 
einen milderen Verlauf der Kolitis zeigten. Im humanen System wirkte sich die 
Behandlung mit bestimmten Antibiotika bei einigen CED-Patienten positiv auf den 
Krankheitsverlauf aus, wobei jedoch unklar ist, ob dieser Effekt über kommensale oder 
pathogene Mikroorganismen vermittelt wurde (Elson et al. 2005). Des Weiteren ist seit 
langem bekannt, dass CED-Patienten starken Veränderungen ihres Mikrobioms 
unterliegen (Swidsinski et al. 2002). So zeigen sie eine reduzierte Diversität von 
Lactobacilli oder ein starkes Wachstum von adherent-invasinven E. coli Stämmen 
(AICD), die möglicherweise eine verschlimmerte Symptomatik mit sich führen 
(Darfeuille-Michaud et al. 2004; Pineton de Chambrun et al. 2008). Des Weiteren 
konnten Studien eine reduzierte Frequenz von Fermicutes und Bacteroidetes und eine 
zunehmende Anzahl von Actinobacteria und Proteobacteria in CED-Patienten zeigen 
(Frank et al. 2007). Trotz dieser Veränderungen ist festzuhalten, dass die mikrobielle 
Diversität in ihrer Gesamtheit bei CED-Patienten reduziert ist (Frank et al. 2011; 
Chiodini et al. 2012). Diese Studien weisen zusammen auf eine Wechselwirkung 
zwischen intestinalem Mikrobiom und immunologischen Prozessen von CED hin. 
Dabei konnte bisher jedoch kein spezifisches Mitglied identifiziert werden, dass kausal 
die beschriebenen Effekte vermittelt, sodass die Hypothese von CED als „klassische 
Infektionserkrankung“, unwahrscheinlich scheint (Frank et al. 2011). Ferner bleibt zu 
untersuchen, ob die reduzierte Diversität von CED-Patienten ein initialer Faktor bei der 
Pathogenese oder als Folge der chronischen-entzündlichen Prozesse ensteht. 
Darüber hinaus spielt die intestinale Barriere eine wichtige Rolle bei der Entwicklung 
von intestinalen Entzündungsreaktionen (Turner 2006). In CED-Patienten und über in 
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vitro Studien konnte zum Beispiel eine erhöhte intestinale Permeabilität mit einer 
erhöhten Claudin-2 Expression, als Bestandteil der TJ-Multiproteinkomplexe, in 
Verbindung gebracht werden. Daraus resultierte eine diskontinuierliche TJ-Formation 
und es wird angenommen, dass Makromoleküle über diesen Weg den parazellulären 
Raum durchdringen und vermutlich die disruptiven Immunreaktionen initiieren bzw. 
dazu beitragen könnten (Prasad et al. 2005). Des Weiteren stellt die Muzin-Schicht als 
Reservoir von zahlreichen AMPs eine wichtige Schutzfunktion der intestinalen Barriere 
dar, sodass eine Dysfunktion eine Beeinträchtigung sowohl der Barrierefunktion als 
auch der intestinalen Mikrobiota zur Folge haben könnte (vgl. Kap. 1.1.1) (Johansson 
et al. 2008). Studien zeigten beispielsweise eine positive Korrelation zwischen 
reduzierter HD5 und HD6 (α-Defensin 5 und 6) Expression und der Pathogenese von 
ileal-manifestiertem MC (Wehkamp et al. 2005b; Simms et al. 2008). 
1.3.1.3 Genetische Faktoren  
Erstmals konnte ein Zusammenhang zwischen genetischen Faktoren und der 
Entwicklung von CED über die Analysen der familiären Verhältnisse gewonnen 
werden. Dabei wiesen 2-14% der erkrankten CED-Patienten eine familiäre Geschichte 
auf. Ferner konnte eine erhöhte Konkordanz von 20-50% in monozygotären Zwillingen 
die Beteiligung von genetischen Faktoren an der Ätiologie von CED dokumentieren 
(Yang et al. 1993; Halme 2006). Über genomweite Assoziationsstudien (GWAS) sind 
bislang 163 sogenannte Risikogene entdeckt worden, wovon 30% in beiden 
Krankheitsformen vorkommen (Jostins et al. 2012). Zu den spezifischen MC-Risiko-
genen zählen zum Beispiel NOD2 und ATG16L1. Der NOD2-Locus konnte 2001 als 
erstes Risikogen beschrieben werden und korreliert positiv mit der Inzidenz an MC zu 
erkranken (Hugot et al. 2001; Ogura et al. 2001). Man unterscheidet dabei 3 
Polymorphismen, wovon eine heterozygote Ausprägung mit einer 2-4-fachen und 
Homozygotie mit einer 20-40-fachen Steigerung an MC zu erkranken verbunden ist 
(Lesage et al. 2002). Generell können die genetischen Risikofaktoren 
unterschiedlichen funktionalen Bereichen wie dem angeborenen Immunsystem, 
Autophagie, Integrität der intestinalen Barriere, adaptive Immunantworten, Heilung 
und Reparatur von Gewebeschäden, Antworten auf oxidativen Stress, antimikrobieller 
Abwehr und Aktivität zugeordnet werden (Khor et al. 2011b). So zeigen beispielsweise 
in vitro Studien an primären humanen DCs (unreif) und Biopsien von MC-Patienten, 
dass DCs und Epithelzellen, die die genetischen Mutationen der NOD2 oder 
ATG16L1-Gene tragen einen Defekt in ihrer Funktion zur antibakteriellen Autophagie 
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besitzen. Mit dem Begriff Autophagie werden Mechanismen zur intrazellulären 
Homöostase benannt. So unterstützt Autophagie zum Beispiel die Degradierung und 
Wiederverwertung cytosolischer Inhaltsstoffe oder ganzer Organellen, aber auch 
Resistenz gegenüber intrazellulärer Infektionen und Beseitigung intrazellulärer 
Mikroben (Cooney et al. 2010).  
1.3.1.4 Immunsystem  
In der intestinale Lamina Propria befindet sich ein komplexes Netzwerk an 
unterschiedlichen Immunzellen, dessen Balance und Toleranz gegenüber harmlosen 
Bestandteilen des intestinalen Mikrobioms aber auch Widerstand gegenüber 
pathogenen Mikroorganismen vermittelt. Daher wird angenommen das CED die 
Konsequenz des Toleranzverlustes gegenüber der eigenen Mikroflora sein könnte 
(Kap. 1.3.1.2) (Mahida und Rolfe 2004). Kennzeichnend für eine aktive CED ist eine 
starke Infiltration der Lamina Propria mit Leukozyten (Bsp.: Neutrophile, Makro-
phagen, DCs, NK-Zellen, B und T-Zellen). Der erhöhte Aktivierungsstatus dieser 
Zellen induziert die Sekretion proinflammatorischer, zytotoxischer und lytischer 
Mediatoren und natürlich von Zytokinen als Botenstoffe, die eine erhöhte Apoptose 
von Enterozyten und letztlich die pathologischen Immunreaktionen induzieren (Guan 
und Zhang 2017). Neben vielen Faktoren die an der Entwicklung von CED beteiligt 
sein können, wird den CD4+ Effektor-T-Zellen eine Schlüsselrolle in der 
Pathophysiologie zugesprochen, da sie vielseitig auf die anderen Arme des 
intestinalen Immunsystems Einfluss nehmen. Dabei stimulieren vermutlich exogene 
Antigene ein IL-1ß, IL-6, IL-12, IL-23 und TNF-α dominiertes Zytokin-Milieu und 
initiieren folgend die Dysbalance zwischen den immunregulatorischen Mechanismen, 
vermittelt maßgeblich von Tregs (Isaacs et al. 2005; Sanjabi et al. 2009). So zeigen  
MC-Patienten eine erhöhte Expression der Th1 Zytokine IFN-γ und IL-2, weswegen MC 
als Th1-induzierte Erkrankung beschrieben wird (Breese et al. 1993). Die Sekretion 
von IFN-γ ist dabei wichtig, um Makrophagen zu aktivieren, wohingegen IL-2 wichtig 
für die Regulation Tc1-Zellen ist (Romagnani 1999). Im Gegensatz dazu wurde in  
KU-Patienten vornehmlich eine erhöhte Expression des Transkriptions-faktors GATA3 
und die Sezernierung von IL-5 und IL-13 nachgewiesen, sodass KU als eine 
Erkrankung mit einem Th2-ähnlichen Phänotyp beschrieben wird (Fuss et al. 1996; 
Fuss 2008). Dabei wird eine besondere Stellung von IL-13 als negativer Regulator der 
intestinalen Barriere über seine Apoptose-induzierende Wirkung auf IEZ, Induktion der 
Claudin-2 Expression und reduzierende Wundheilung, in der KU-Symptomatik 
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angenommen (Heller et al. 2005). Interessanterweise zeigten neue Studien während 
einer CED eine erhöhte Expression von Th17-Zytokinen (IL-17A, IL-17F, IL-21 und  
IL-22) in Kolon-Biopsien der Patienten, wodurch auf eine Schlüsselfunktion von  
Th17-Zellen bei der Ätiologie von CED geschlossen werden kann (Jiang et al. 2014; 
Olsen et al. 2011; Kobayashi et al. 2008; Rovedatti et al. 2009). Dabei konnte die 
genaue Funktion von Th17-Zellen in der Pathologie von CED bis heute nicht 
abschließend geklärt werden. So gibt es eine Vielzahl an Studien die einen  
pro-inflammatorischen Charakter dieser Effektor-T-Zellpopulation beschrieben, jedoch 
konträr dazu ebensolche die eine anti-inflammatorische Wirkung postulierten. So 
zeigten einige Studien eine Th17-vermittelte Expression pro-inflammatorischer 
Zytokine (z.B.: IL-6, IL-8, IL-1ß und TNF-α) und erhöhte Chemokin-Sekretion, gefolgt 
von einer zunehmenden Infiltration weiterer Immunzellen (Miossec 2007; Chen et al. 
2013). Entgegen dieser Schlüsselparameter, die für den pro-inflammatorischen 
Charakter sprechen, konnte ebenso eine Th17-vermittelte Induktion der IL-22 
Expression beschrieben werden, die den anti-inflammatorischen Charakter belegt 
(Kolls und Lindén 2004). Interessanterweise ist in den letzten Jahren deutlich 
geworden, dass die beschriebenen Effektor-T-Zellen keinen statischen, sondern einen 
dynamischen Charakter aufweisen. So können Th17-Zellen in Anwesenheit von IL-12 
und IL-23 und Abwesenheit von TGF-ß zu Th1-Zellen differenzieren (Annunziato et al. 
2007) und auch umgekehrt Th1 in Th17-Zellen in Abhängigkeit von IL-6 und TGF-ß 
differenzieren (Liu et al. 2015). Dieser Mechanismus könnte wiederum immensen 
Einfluss auf immunologische Prozesse (z.B.: CED) haben (Lee et al. 2009).  
1.4 Mausmodelle zur Analyse von Erkrankungen des 
gastrointestinalen Traktes 
Wie bereits beschrieben ist CED eine multifaktorielle Erkrankung, dessen genaue 
Ätiologie bis heute unklar ist. Auf Grund der steigenden Prävalenz von CED ist die 
genaue Erforschung der Mechanismen, die an der Entstehung und dem Fortlauf der 
Erkrankung beteiligt sind, dringend erforderlich, um neue Maßnahmen für eine 
erfolgreiche Therapie entwickeln zu können. In den letzten Jahren konnten diverse 
Mausmodelle zu enormen Fortschritten zum Verständnis des Krankheitsbildes 
beitragen (Mizoguchi 2012). Da für die vorliegende Arbeit ausschließlich im 
Infektionsmodell gearbeitet wurde, wird an dieser Stelle nur eine exemplarische 
Übersicht (Tab. 1-1) einiger bekannter Mausmodelle zur Untersuchung von CED 
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gezeigt. Die Zuordnung basiert auf den dominierenden immunologischen Profilen. 
Ferner sind die unterschiedlichen Untersuchungskriterien als Indizes angegeben. Des 
Weiteren ist zu erwähnen, dass eine Vielzahl der genetisch-transgenen oder  
Knock-Out Modelle in Kombination mit chemisch-induzierten oder infektions-in-
duzierten Modellen Anwendung finden. 
Tabelle 1-1: Auswahl an Mausmodellen zur biologischen Untersuchung von CED 
Modell Morbus Chron Kolitis Ulcerosa Referenzen 
Chemisch    
 TNBS i.B. DSS i.B. & Teff (Okayasu et al. 1990; Neurath 
et al. 1995) 
  Oxazolon i.B. & 
Teff 
(Boirivant et al. 1998) 
Genetisch (TG/KO) 
 SAMP1Y/Yit (Fc) s.C. TCRα-/- Teff (Kosiewicz et al. 2001; 
Mizoguchi et al. 1996) 
 TNFΔARE Teff IL2-/- reg.I. Teff (Kontoyiannis et al. 1999; 
Willerford et al. 1995) 
 N-Cadherin DN tg 
i.B.. 
Gαi2-/- reg.I. Teff (Hermiston und Gordon 
1995b; Rudolph et al. 1995) 
 Muc1-/- :i.B. Muc2-/- i.B. (Nishida et al. 2012; van der 
Sluis et al. 2006) 
 C3H/HeJBir s.C.. IL-7 tg Teff (Mähler et al. 1998; Watanabe 
et al. 1998) 
 IL10-/- s.C. TRUC a.I.. (Berg et al. 1996; Garrett et al. 
2007) 
    




CD45RBhigh into SCID or RAG−/− reg.I. & Teff         (Powrie et al. 1993) 
 Knochenmark in tgε26   reg.I. & Teff                           (Holländer et al. 1995) 
i.B.: intestinale Barriere; a.I.: angeborene Immunreaktionen; Teff: massive Effektor T-Zellantworten; reg.I.: regulatorische 
Immunreaktionen; s.K.: spontane Kolitis; DSS: Dextran-Sodium-Sulfat; TNBS: Trinitrobenzonsulfonsäure. Verändert nach: 
(Valatas et al. 2015) 
 
 
1.4.1 Citrobacter rodentium: Ein physiologisches Modell  
bakteriell-induzierter Kolitis  
Neben den chemisch-induzierten Modellen zur Untersuchung von Erkrankungen des 
GI und im speziellen CED, gibt es nur wenige physiologische Modelle die zu einer 
stabilen Infektion und vor allem Kolonisierung des GI führen (Eckmann 2006). Zu den 
anerkanntesten Infektionsmodellen zählen Salmonella typhimurium (Salmonella) und 
Citrobacter rodentium (C. rodentium). Um eine stabile pathophysiologische Reaktion 
mit Hilfe von Salmonella zu induzieren ist, im Gegensatz zu C. rodentium, die 
Verwendung von Antibiotika (z.B.: Streptomycin, Kanamycin) vor der Infektion 
notwendig. Ein weiteres charakteristisches Merkmal einer Salmonella Infektion, im 
Gegensatz zu C. rodentium der eine lokale Infektion beschränkt auf das Kolon 
induziert, ist eine starke systemische Infektion, die häufig in einer Sepsis endet 
(Heffernan et al. 1987).  
C. rodentium ist ein gram-negatives, nicht-invasives Mauspathogen, dessen 
Pathophysiologie erstmals von Brennan und Kollegen 1965 untersucht wurde und 
gehört zu der Familie darmpathogener E. coli (Brennan et al. 1965). Dazu zählen zum 
Beispiel EPEC und der enterohämorrhagische E. coli (EHEC) zu denen C. rodentium 
eine genetische Homologie von 67% aufweist (Petty et al. 2010). In Mäusen erfolgt die 
Infektion über die Faecal-Oral Route und induziert eine akute Darmentzündung (engl. 
transmissible murine cyrpt hyperplasia, TMCH) (Barthold et al. 1978). Die 
Kolonisierung des gastrointestinalen Traktes erfolgt über die Formierung sogenannter 
A/E-Läsionen (engl. attaching and effacing lesions) (David B. Schauerlt and Stanley 
Falkow 1993; Deng et al. 2003). Dieses charakteristische Merkmal beschreibt die 
Bindung von A/E-Pathogenen an das Epithel des Wirtes (engl. attachment) und 
Reorganisation des Aktin-Zytoskelettes (engl. effacing) zu Sockel-ähnlichen 
Ausstülpungen unterhalb der Bakterien (Wales et al. 2005). Die Fähigkeit  
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A/E-Läsionen auszubilden wird über die Expression der spezifischen LEE-Patho-
genitätsinsel (engl. Locus of Enterocyte Effacement) vermittelt (McDaniel et al. 1995), 
in dem die genetischen Informationen für das Typ-III-Sekretionssystem, des 
Membranproteins Intimin und des Tir-Proteins (engl. translocated intimin receptor), 
sowie anderer Pathogenitätsfaktoren codiert werden (Deng et al. 2001; Deng et al. 
2004).  
Durch den losen Kontakt des Bakteriums mit der Membran des infizierten Enterozyten, 
erfolgt die Translokation des Tir-Elements über das Typ-III-Sekretionssystem in die 
Zellmembran und induziert über die Bindung an Intimin die genannte Reorganisation 
der Aktin-Filamente im intestinalen Epithel (Lai et al. 2013).  
 
Abbildung 1-9: C. rodentium-induzierte TMCH. A) H&E Färbung des gesunden Kolons B) H&E Färbung von einem infizierten 
Kolon mit Krypthyperplasie und Goblet-Zell-Depletion C) A/E Läsionen mit den charakteristischen Sockel-ähnlichen 
Strukturen während einer C. rodentium Infektion. Übernommen aus (Luperchio und Schauer 2001; Lupericho et al. 2000) 
 
 
Die Infektion von immunkompetenten Mäusen mit C. rodentium ist normalerweise 
selbstlimitierend. Kennzeichnend sind eine geringe Morbidität (Gewichtsverlust und 
Diarrhoe) und Mortalität, wobei jedoch, je nach verwendetem Mausstamm, erhebliche 
Anzeichen einer TMCH induziert werden können. Allgemein erfolgt eine Kolonisierung 
limitiert auf das distale Kolon, mit einer geringen systemischen Ausbreitung der 
Bakterien (Bry und Brenner 2004a). Nach der initialen Kolonisierung des Blinddarms 
(Caecums), genauer dem Caecalen-Patch, können 1-3 Tage nach der Infektion (engl. 
post-infection, p.i.) erste Bakterien im distalen Kolon nachgewiesen werden (Wiles et 
al. 2004). Die maximale Kolonisierung (Peak-Infektion) wird in den meisten 
Mausstämmen 7-10 Tage p.i. erreicht (Eckmann 2006). Zu diesem Zeitpunkt können 
bis zu 109 C. rodentium Bakterien im Kolon gefunden werden. Insgesamt ist eine 
Infektion mit C. rodentium nach drei bis vier Wochen in immunkompetenten Mäusen 
überwunden, so dass keine Bakterien über den Stuhl nachweisbar sind (engl. 
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Clearance) (Mundy et al. 2005). Neben der charakteristischen Krypthyperplasie und 
der verdickten Mukosa, durch die folglich ein verkürztes Kolon resultiert, ist eine 
Depletion der Goblet-Zellen, Inflitration von Immunzellen in das Kolon und Caecum, 
kennzeichnend für eine C. rodentium induzierte TMCH (Luperchio und Schauer 2001). 
Studien des Infektionsverlaufes zeigten, dass die physiologischen Veränderungen der 
Kolon-Architektur gemessen anhand des Verhältnisses von Kolongewicht-zur Länge 5 
Tage nach der Infektion messbar werden, 2 Wochen nach der Infektion ihr Maximum 
erreichen und nach 3 Wochen beginnen abzuklingen (d.h. nach der Clearance) 
(Koroleva et al. 2015). Nach einer Infektion mit C. rodentium sind die Mäuse gegenüber 
einer zweiten Infektion resistent (Maaser et al. 2004a).  
Wissenschaftliche Arbeiten der letzten Jahrzehnte konnten neue Erkenntnisse in die 
immunologische Regulation einer C. rodentium induzierten TMCH geben und lassen 
auf ein komplexes Zusammenspiel zwischen dem angeborenen und dem adaptiven 
Immunsystem, ähnlich den bisher bekannten Entwicklungen während CED, schließen 
(vgl. Kap.1.3) (Higgins et al. 1999). Allgemein akzeptiert ist, dass C. rodentium eine 
CD4+ T-Zell-vermittelte Immunantwort induziert, charakterisiert durch eine 
zunehmende Expression von IFN-γ, IL-12, und TNF-α (Th1 Zellen) aber auch IL-21 
und IL-17 (Th17- Zellen). So zeigten sowohl CD4-/- als auch IFN-γ-/--defiziente Mäuse 
eine stärkere Pathologie, gefolgt von einer höheren systemischen Ausbreitung von  
C. rodentium, durch die eine Funktion von CD4+ T-Helferzellen in der Abwehr (engl. 
Clearance) angenommen werden kann (Higgins et al. 2009). Neben CD4+ T-Zellen 
konnte gezeigt werden, dass auch B-Zellen immunregulatorische Funktionen 
übernehmen. So führte eine passive Immunisierung von CD4-/--defizienten Tieren mit 
IgG Antikörpern zu einer Reduktion der C. rodentium induzierten Gewebs-
schädigungen (Maaser et al. 2004b). Neben den adaptiven Mechanismen resultiert 
eine C. rodentium Infektion in Störungen der intestinalen Permeabilität, die zu einer 
Translokation der Bakterien in die Lamina Propria, dem Interaktionspunkt mit dem 
Immunsystem des Wirtes, führt. Studien konnten dies in Einklang mit einer erhöhten 
Aktivität der Wnt/ß-Catenin, Notch und NFkB-Signalwege bringen (Ahmed et al. 2012). 
Auf Grund der genannten Eigenschaften einer C. rodentium Infektion, eignet sich 
dieser Modellorganismus, nicht nur zur Analyse von Wirts-Pathogen Interaktionen, 
sondern auch um detaillierte Einblicke in die Mechanismen von intestinalen 
Entzündungsreaktionen, Heilungsprozessen an mukosalen Oberflächen und 
Regulationsmechanismen der kommensalen Mikrobiota zu erhalten, die wiederum zu 
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neuen Erkenntnissen vor allem im Hinblick auf Erkrankungen wie CED, und 





Die Mitglieder der CEA-Familie sind vielfach in diversen Krebserkrankungen 
beschrieben worden und finden bis heute als Tumormarker Verwendung. Aktuelle 
Studien zeigen eine erhöhte Expression von CEACAM1 sowohl auf transkriptioneller 
als auch auf Protein-Ebene im Kolon von CED-Patienten. Allerdings ist die Funktion 
von CEACAM1 in diesem Zusammenhang noch unklar. Daher sind weitergehende 
wissenschaftliche Analysen bezüglich der Funktion von CEACAM1 notwendig und 
eröffnen möglichweise Blickwinkel, die zur Entwicklung neuer therapeutischer 
Maßnahmen von CED beitragen könnten. 
Ziel dieser Arbeit ist es daher die Rolle von CEACAM1 bei einer bakteriell-induzierten 
Kolitis zu untersuchen. Dazu soll das Mausmodell der C. rodentium induzierten Kolitis 
verwendet werden. Auf Grund der starken Expression von CEACAM1 auf intestinalen 
Epithelzellen und deren Funktion als physikalische Barriere zur Abwehr von exogenen 
Pathogenen, soll in einem ersten Teil der Arbeit der Einfluss von CEACAM1 in diesem 
Zusammenhang analysiert werden.  
Des Weiteren wird CEACAM1 von einem Großteil der Immunzellen des angeborenen 
und adaptiven Immunsystems exprimiert, wodurch eine immunmodulatorische 
Funktion von CEACAM1 angenommen wird. Daher soll im zweiten Teil der Arbeit die 
Frage beantwortet werden, ob und in wie weit sich die Expression von CEACAM1 auf 





3 Material und Methoden  
3.1 Chemikalien und Lösungen 
Tabelle 3-1: Verwendete Chemikalien und Lösungen 
Chemikalie  Hersteller Bestellnr.  
LE Agarose Biozym GmbH, Hessisch 
Oldendorf, Deutschland 
840004 








Brefeldin A Sigma-Aldrich, St. Louis, USA B 7651 
Collagenase Typ IV Sigma-Aldrich, St. Louis, USA C5138-5G 
Desoxynukleosid Triphosphate  
(je 100 μmol/ml) 
Invitrogen, Karlsruhe, 
Deutschland   
10297-018 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth, Karlsruhe, Deutschland A994.2 
Deoxyribonuclease (DNase) I Quiagen, Hilden, Deutschland 79254 
Ethidiumbromidlösung 1 % Roth, Karlsruhe, Deutschland 2218.2 
Ethylendiamintetraessigsäure 
(EDTA) 




Roth, Karlsruhe, Deutschland 3054.2 
Ethanol absolut und vergällt Roth, Karlsruhe, Deutschland 9065.4; 
T171.3 
Fötales Kälber/Bovine Serum  
(FCS/FBS) 
Biochrom GmbH, Berlin, 
Deutschland 
S 0115 
FACS Flow Sheath Fluid BD Biosciences, Heidelberg 342003 
FACS Clean Solution BD Biosciences, Heidelberg 340345 
FACS Rinse Solution BD Biosciences, Heidelberg 340346 
Fluorescein isothiocyanate-
dextran  
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 46944 
Glycerin Roth, Karlsruhe, Deutschland 4043.1 
Ionomycin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA I 0634-1MG 
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Kaliumchlorid [KCl] Roth, Karlsruhe, Deutschland HN02.1 
Kaliumhydrogencarbonat 
[KHCO3] 
Roth, Karlsruhe, Deutschland P748.1 
Kaliumhydrogenphosphat 
[KH2PO4] 
Roth, Karlsruhe, Deutschland 3904.2 
Lipopolysaccacharid (LPS) InvivoGen, San Diego, USA tlrl-eblps 
Magnesiumchlorid [MgCl2] Roth, Karlsruhe, Deutschland 2189.2 
Monensin (1000x) eBioscience, San Diego, USA 00-4505-51 
Natriumchlorid [NaCl] Roth, Karlsruhe, Deutschland 3957.1 
Paraformaldehyd (PFA)  Roth, Karlsruhe, Deutschland 0335.2 
Phorbol 12-myristate 13-acetate 
(PMA) 
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA P 1585-
1MG 
Trypanblau 0,4 % Invitrogen, Karlsruhe, 
Deutschland   
15250061 
 
Tissue-Tek®C.C.T.IM compound Sakura Finetek, Alphen aan den 
Rijn, Niederlande 
4583 
3.2  Verbrauchsmaterialien 
Tabelle 3-2: Verwendete Verbrauchsmaterialien 
Material  Hersteller 
Einmalspritzen (2ml, 10ml) BD Biosciences, Heidelberg 
Keramik Spheren MP Biomedicine, USA 
Kulturplatten (6,12,24,48,96 Well) Greiner BioOne 
MacConkey Selektionsplatten  Oxoid, Deutschland  
Mikroschraubröhre (2ml) MP Biomedicine, USA 
Mikrotiterplatten (Schwarz)  Greiner BioOne 
Pipettenspitzen Thermo Scientific, Sarstedt, Biozym 
PP-Röhrchen Greiner BioOne 
Reagenzröhrchen (15 und 50 ml) Greiner BioOne 
Reaktionsgefäße (1,5 und 2 ml) Sarstedt 
Reaktionsgefäße farbig (0,6 ml) Biozym Scientific GmbH 
Rundbodenplatten (96 well) Greiner BioOne 




3.3 Puffer  
Erythrozyten-Lysis-Puffer  155 mM NH4Cl 
(ACK- Puffer)   9, 98 mM KHCO3 
     0, 5 M EDTA, pH = 8 
pH auf einen Bereich zwischen  
7,2 - 7,4 einstellen, dann steril filtrieren  
FACS-Puffer    1x PBS- Puffer 
2% (v/v) hitzeinaktiviertes FCS  
     2 mM EDTA 
PBS-Puffer 1x    8 g/l NaCl (Natriumchlorid) 
     2 g/l KCl (Kaliumchlorid) 
     1, 44 g/l Na2HPO4 (Dinatriumhydrogenphosphat) 
     0,2 g/l KH2PO4 (Kaliumhydrogenphosphat) 
     pH = 7 
PBS/ EDTA    1x PBS Puffer 
     3 mM EDTA 
TE-Puffer    10mM Tris/ HCl (pH = 8) 
     1 mM EDTA in MilliQ Wasser 
TBE-Puffer    89 mM C4H11NO3 (Tris)  
89 mM H3BO3 (Borsäure)  





RPMI1640 Komplettmedium  RPMI 1640 mit GlutaMAXTM und 25mM HEPES  
     10 % hitzeinaktiviertes FCS 
     100 μg/ml Streptomycin 
     100 U/ml Penicillin 
     2 mM L-Glutamin 
IMDM-Komplettmedium  IMDM mit GlutaMAXTM und 25 mM HEPES  
10 % hitzeinaktiviertes FCS  
100 μg/ml Streptomycin  
100 U/ml Penicillin  
25 μM ß-Mercaptoethanol  
RPMI/ FCS    RPMI 1640 mit GlutaMAXTM und 25mM HEPES 
     20% FCS 
RPMI/ FCS/ EGTA/ MgCl2  RPMI 1640 mit GlutaMAXTM und 25mM HEPES 
     1%FCS 
     1 mM EGTA 
     1, 5 mM MgCl2 
LB-Medium    20 g/l LB- Broth- Base 
     4,5 g/l NaCl 
     Destiliertes Wasser 
     pH = 7,5 
LB-Agar    LB-Medium versetzt mit  
15 g/l Agar  
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3.5 Kommerzielle Kits und Reagenzien 
Tabelle 3-3: Verwendete Kits und Reagenzien 
Kit Hersteller Bestellnummer 
CD4+ T cell isolation kit, mouse 
 




CD8+ T cell isolation kit, mouse 
 




CFSE: Vybrant CFDA-SE Cell Tracer 
Kit 
Invitrogen, Karlsruhe, 
Deutschland   
V 12883 
 
Foxp3 Staining Buffer Set eBioscience, San Diego, USA 00-5523-00 
Fluoromount-GTM Thermo Fisher Scientific, 
St. Leon-Tor, Deutschland 
00-4958-02 
Gene ruler 100 bp ladder Plus Thermo Fisher Scientific, 
St. Leon-Tor, Deutschland 
SM0322 
 




M-MLV Reverse Transkriptase, 




RNeasy Tissue Mini Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 74704 
SYBR Green  Thermo Fisher Scientific, 
St. Leon-Tor, Deutschland 
K0252 
 
Tissue-Tek®O.C.TTM Sakura Finetek, Leiden, Holland 4583 
 
3.6 Primer 
Alle benannten Oligonukleotide wurden, wenn nicht anders angegeben, von der Firma 
Eurofins Genomics bezogen.  
Tabelle 3-4: Verwendete Primer 
Oligonukleotid Sequenz Annealing 
Temperatur (TA) 
RPS9 5‘ CTGGACGAGGGCAAGATGAAGC  50- 60 °C 
RPS9 3‘ TGACGTTGGCGGATGAGCACA   
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Cox-43 5‘ CTGCCTTTCGCTGTAACACT 58 °C 
Cox-43 3‘ CGCTCAAGCTGAACCCATA  
Claudin-3 5‘ GCGGGAGATGGGAGCTGGGTTGTA 58 °C 
Claudin-3 3‘ GTGGATCGCGGCGCAGAATAGAGG  
Defα5 5‘ AGGCTGATCCTATCCACAAAACAG 58 °C 
Defα5 3‘ TGAAGAGCAGACCCTTCTTGGC  
E-Cadherin 5‘ CACCTGGAGAGAGGCCATGT 60 °C 
E-Cadherin 3‘ TGGGAAACATGAGCAGCTCT  
Occludin 5‘ GCCCTGGCTGACCTAGAACTTAC 55 °C 
Occludin 3‘ AGACTTAGCCAAAACTGCCTTAGC  
ZO-1 5‘ TTTTTGACAGGGGGAGTGG 52 °C 
ZO-1 3‘ TGCTGCAGAGGTCAAAGTTCAAG  
ZO-2 5‘ CTAGACCCCCAGAGCCCCAGAAA 58 °C 
ZO-2 3‘ TCGCAGGAGTCCACGCATACAAG  
 
3.7 Antikörper und Fluorochrome 
Die folgenden Tabellen 3-5 und 3-6 benennen alle Fluorochrome und Antikörper, die 
für in vivo und in vitro Applikationen und der durchflusszytometrischen Analyse von 
Einzellzellsuspensionen verwendet wurden.  
Tabelle 3-5: Verwendete Fluorochrome 
Fluorochrom Abkürzung Max. Extinktion Max. Emmision 
Allophycocyanin APC 650 660  
Allophycocyanin- Cyanin 7 APC-Cy7 633 780 
Brilliant Violet 510 BV510 405 510 
Carboxyfluorescein 
succinimidyl ester  
CFSE 492 517 
Fluoresceinisothiocyanat FITC 494 519 
mRuby  558 605 
Pacific Blue PB 401 452 
Peridinin-chlorophyll- Cyanin-
5.5 
PerCP-Cy5.5 490 695 
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Phycoerythrin PE 496 578 
Phycoerythrin-Cyanine 7  Pe-Cy7 496 786 
 
Tabelle 3-6: Verwendete Antikörper 
Antikörper Fluorochrom Klon Hersteller Bestellnummer 
CD3e ungekoppelt 145-2C11 BD 553058 
CD3e PE 145-2C11 BD 553311 
CD4 PB RM4-5 BD 558107 
CD4 APC RM4-5 BD 553051 
CD8 PB 53-6.7 BD 558106 
CD8 BV510 53-6.7 BD 560778 




CD62L Pe-Cy5 MEL-14 eBioscience 15-0621-82 
CD69 Biotin H1.2F3 BD 553235 
CEACAM1 APC MAb-CC1 BD 134510 
CEACAM1 FITC  B.B. Singer   
Citrobacter 
koseri 




CTLA-4 PE UC10-4F10-11 BD 553720 
FoxP3 PerCP-Cy5.5 FJK-16s eBioscience 45-5773-82 
GrzB AF647 GB11 Thermo 
Fisher 
MHGB05 
IFN-γ FITC XMG1.2 eBioscience 562019 
IL-17A BV421 TC11-18H10.1 BioLegend 505009 
Ki-67 Pe-Cy7 SolA15 eBioscience 25-5698-80 
PD-1 Pe-Cy7 RPM1-30 BioLegend 48-0302-80 





Tabelle 3-7: Verwendete Geräte 
Gerät Hersteller 
7500 Fast Real-Time PCR System Thermo Scientific, Darmstadt, 
Deutschland 
autoMACS® Pro Separator Milteny Biotec, Bergisch Gladbach, 
Deutschland 
Binokular Axiovert 40C Zeiss 
Durchflusszytometer BD LSRII BD Biosciences, Heidelberg  
Fast Prep®-24 MPTM  
GelDoc Station INTAS® 
Gellaufkammer Horizon 11.14 Whatman Inc., USA 
Heracell 150i CO2- Inkubator Thermo Scientific, Darmstadt, 
Deutschland 
Heraeus Multifuge 3SR+ Thermo Scientific, Darmstadt, 
Deutschland 
Luminex Technology AtheNA Multy-Lyte Progen, Heidelberg, Deutschland 
Magnetrührer Variomag Pady Technology 
Nanodrop Photometer peqLab 
Neubauer Zählkammer (0,0025 mm2) Superior, Marienfeld, Deutschland 
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In dieser Arbeit wurde mit dem Citrobacter rodentium Stamm ICC169, zur Verfügung 
gestellt von PD. Dr. Christian Riedel der Universität Ulm, gearbeitet. ICC169 ist ein 
Derivat des Stammes ICC168 (Barthold et al. 1978), der im Gegensatz zu diesem bei 
gleichbleibender Pathogenität über eine spontane Nalidixin Resistenz verfügt  
(R. Mundy und G.Frankel, unpublizierte Daten).  
3.10 Mausstämme 
Die unterschiedlichen Mausstämme die in dieser Arbeit verwendet wurden sind auf 
C57Bl/6 Hintergrund gezüchtet worden. Die Haltung erfolgte unter pathogenfreien 
Konditionen in individuell belüfteten (IVC2) Käfigen mit einem Maximalbesatz von fünf 
Tieren pro Käfig. Zu Beginn der einzelnen Analysen waren die Tiere mindestens 6 
Wochen alt. Die Infektionen mit Citrobacter rodentium erfolgten in einem Haltungsraum 
der Sicherheitsstufe S2. Alle Experimente wurden gemäß den geltenden Tierschutz-
richtlinien, genehmigt durch das Landesamt für Natur, Umwelt und Verbraucherschutz 
NRW (LANUV) in Recklinghausen, durchgeführt.  
3.10.1 Ceacam1-/- oder auch 2D2  
Ceacam1-/- Mäuse wurden durch die freundliche Unterstützung und Kooperation mit 
der AG von Herrn Dr. rer. nat. B.B. Singer und der AG von Herrn Prof. Dr. med. K.S. 
Lang für dieses Projekt zur Verfügung gestellt. 
3.10.2 C57Bl/6J  
Der Stamm C57Bl/6J wurde aus dem Zuchtbestand der Harlan Laboratorien in den 
Niederlanden bezogen und diente als Referenzgruppe, im Folgenden als Wildtyp (WT) 
bezeichnet.  
3.11 Zellbiologische Methoden 
3.11.1 Allgemeine Kulturbedingungen von Einzelzellsuspensionen  
Zur späteren Analyse der immunologischen Konstitution, hauptsächlich mit Hilfe 
durchflusszytometrischer Messungen wurden Lymphozyten der Milz, mesenterischen 
Lymphknoten und Lamina propria, wie im Folgenden beschrieben, gewonnen. Sofern 
nicht anders angegeben, wurden die Organe nach der Dissektion bis zum Ende des 
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Präparationsvorganges in geeigneten Zellkulturplatten, befüllt mit kaltem 1X PBS auf 
Eis, aufbewahrt. Die Zellkultur erfolgte, wenn nicht anders angegeben, in einem CO2-
begasbaren Inkubator bei einer Temperatur von 37 °C, einer rel. Luftfeuchtigkeit von 
95 % und einem CO2-Gehalt von 5 %.  
3.11.1.1 Isolierung von Splenozyten 
Um Splenozyten zu isolieren wurde eine Petrischale mit ca. 1 ml ACK-Puffer und 
einem 70 μm Zellsieb vorbereitet. Die Milz konnte dann mit einem sterilen Stempel 
einer 2 ml Spritze durch das Zellsieb gedrückt und anschließend, nach Zugabe von 
FACS-Puffer, bei 1200 rpm für 10 Minuten zentrifugiert. Die Pufferlösung konnte 
anschließend abgesaugt und das Zellpellet in einer adäquaten Menge  
IMDM-Komplettmedium (IMDMc-Medium) resuspendiert werden. 
3.11.1.2 Zellisolierung aus den mesenterialen Lymphknoten  
Die vier das Kolon drainierenden mesenterialen Lymphknoten (mLN) befinden sich in 
einem Fasziennetz zwischen Dick- und Dünndarm. Sie sind gut von dem umgebenden 
Gewebe anhand ihrer leicht gelben Farbe und ihrer Konsistenz unterscheidbar.  
Nach der Präparation wurden die mLNs auch hier in eine Petrischale überführt, mit 
dem Stempel einer 2 ml Spritze vorsichtig durch das 70 μm Zellsieb passiert und bei 
1200 rpm für 10 Minuten zentrifugiert. Nachdem der Überstand abgesaugt wurde, 
konnten die Zellen in einem Volumen von 1 ml IMDMc- Medium resuspendiert werden. 
3.11.1.3 Isolierung von Lamina propria Lymphozyten  
Vor der Isolierung der Lymphozyten der Lamina propria (LPLs) wurden alle 
verwendeten Puffer und Lösungen in einem Wasserbad auf 37 °C vorgewärmt. 
Nachdem die Nahrungsreste mit eisgekühltem PBS aus dem Kolon gespült wurden, 
erfolgte anschließend die longitudinale Öffnung des Kolons. Daraufhin wurde das 
Kolon in ca. 1 cm große Stücke geschnitten und in ein mit ca. 40- 60 ml 1x PBS/EDTA-
Puffer befülltes, Becherglas überführt. Dieser Arbeitsschritt wurde nach 10-minütiger 
Inkubation ein einem CO2-Inkubator wiederholt. 
Im Anschluss wurden die Gewebereste mit ca. 15 ml des RPMI/FCS/EGTA/MgCl2-
Puffers bedeckt und für 15 Minuten erneut im CO2-Inkubator auf dem Magnetrührer 
inkubiert. Dieser Schritt erfolgte ebenfalls in einer Wiederholung. Im Anschluss an den 
zweiten Waschschritt wurde der Überstand durch ein 70 μm Zellsieb dekantiert und 
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die Gewebestücke in einem 50 ml Reaktionsgefäß, in dem sich bereits 10 ml des 
vorgewärmten RPMI/FCS/EGTA/MgCl2-Puffers befanden, überführt. Folgend wurde 
das darin befindliche Gewebe für eine kurze Zeit auf einem Vortexer durchmischt und 
die Flüssigkeit erneut durch einen 70 μm Zellsieb dekantiert. Das so im Filter 
aufgefangene Gewebe wurde mit eisgekühltem 1x PBS gewaschen und dann zurück 
in die Bechergläser überführt. Für den anschließenden Verdau musste das Gewebe in 
möglichst kleine Stücke zerkleinert werden, damit die Collagenase IV, erreicht über 
eine große Oberfläche, möglichst effizient arbeiten konnte. Bedeckt wurden die feinen 
Gewebestücke mit genau 15 ml RPMI Medium, dem 20%-ig FCS beigesetzt war. Der 
Verdau konnte dann nach der Zugabe von 250 μl Collagenase IV im CO2-Inkubator 
auf dem Magnetrührer für 1 h vollzogen werden. Um die Effizienz zu steigern, wurde 
bereits nach einer halben Stunde das Gewebe mit Hilfe einer 10 ml Einmalspritze 
mehrmals auf- und abgezogen, dabei dient dieser Schritt einer höheren Ausbeute an 
LPLs. Nach Beendigung des einstündigen Verdauprozesses wurde der eben 
beschriebene Vorgang wiederholt, die gesamte Flüssigkeit, inklusive der 
Gewebestücke, durch ein 40 μm Zellsieb passiert und die Lösung in einem 50 ml 
Reaktionsgefäß aufgefangen. Nach der Zentrifugation (s.o.) konnten die isolierten 
LPLs schließlich in einem Gesamtvolumen von 1,5 ml IMDMc- Medium resuspendiert, 
gezählt und bis zur weiteren Verwendung auf Eis verwahrt werden. 
3.11.2 Isolierung von CD8+ T-Zellen mittels magnetischer Zellsortierung 
(MACS) 
Die Isolierung von definierten Zellpopulationen über die MACS Technologie hat sich in 
den letzten Jahren in zahlreichen wissenschaftlichen Studien etabliert und wurde auch 
in der vorliegenden Arbeit angewandt.  
Das Prinzip bei der CD8+ T-Zellisolierung ist eine indirekte Markierung. Das bedeutet, 
dass alle Zellen die nicht den „Cluster of Differentiation“ Faktor (CD) 8 auf ihrer 
Zelloberfläche exprimieren, von einem biotinylierten Antikörpergemisch gebunden und 
in einem zweiten Schritt an „Anti-Micro Beads“ gekoppelt werden. Die folgende 
Zellsortierung über ein starkes magnetisches Feld sortiert die unmarkierten  
CD8+ T- Zellen in die Negativfraktion, sodass sie dort angereichert vorliegen. 
Nach der Isolation der Milzzellen wie in Kap. 3.11.1.1 beschrieben, wurde das 
autoMACS® Separationssystem und das CD8+ T cell isolation kit (Miltenyi Biotec, 
Bergisch Gladbach, Deutschland), spezifisch für den Mausorganismus, nach 
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Herstellerangaben verwendet. Im Anschluss an die Separation wurden die Zellen für 
10 Minuten bei 1200 rpm und 4°C zentrifugiert und in 2 ml IMDMc-Medium aufge-
nommen.  
3.11.3 Durchflusszytometrie  
Die Durchflusszyometrie (FACS, Fluorescence activated cell scanning) ist seit 1968 
eine patentierte Methode zur Analyse der physikalischen Eigenschaften von 
Einzelzellsuspensionen und findet Einsatz vor allem in der Immunologie, 
Infektionsbiologie und Hämatologie. Das Besondere an diesem Verfahren ist, dass 
simultan und mit hoher Durchsatzrate mehrere Eigenschaften eukaryotischer Zellen 
untersucht werden können. Die Analyse beruht auf der Messung der Emission von 
Streu- und Fluoreszenzlicht von Einzelzellsuspensionen. Zellen die über einen 
fluoreszierenden monoklonalen Antikörper, spezifisch für unterschiedliche Moleküle, 
markiert wurden passieren in einem laminaren Hüllstrom einen Laserstrahl geeigneter 
Wellenlänge, werden angeregt und anhand der Emission des Fluoreszens- und 
Streulichtes anschließend in ihrer quantitativen Zusammensetzung analysiert. Neben 
unterschiedlichen Lasern die spezifische Fluorochrome in einem definierten 
Wellenlängenbereich anregen, finden unterschiedliche Bandpassfilter Verwendung, 
um die Auswahl einsetzbarer Fluorochrome weiter zu erhöhen. Die so erhaltenen 
Signale werden dann zu einem Detektor (meist Photomultiplier zur Signalverstärkung) 
geleitet und können anschließend über die Umwandlung von elektrischen Strömen hin 
zu digitalen Signalen, mit Hilfe der Herstellersoftware in einem Histogramm, Punkte-
oder Dichtediagramm am Computer dargestellt und ausgewertet werden (Valery V. 
Tuchin, 2011).  
3.11.3.1 Oberflächenfärbung von Proteinen  
Die wie in Kap. 3.11.1 beschrieben isolierten Einzellzellsuspensionen wurden in einem 
definierten Volumen in eine 96-Loch Rundbodenplatte (Greiner, bio-one) überführt und 
einer Zentrifugation bei 1200 rpm für 5 Minuten unterzogen. Der Überstand wurde 
anschließend verworfen. Die Fluorochrom-markierten Antikörper wurden in FACS- 
Puffer verdünnt (s. h. Tab. 3-5 und 3-6) und in einem Volumen von 100 μl pro Kavität 
auf die Zellen pipettiert. Die Zellen wurden dann für 10 Minuten bei 4°C in Dunkelheit 
aufbewahrt. In dieser Zeit binden die Antikörper an ihre spezifischen Epitope auf der 
Zelloberfläche. Über die Zugabe von 100 ul FACS-Puffer wurde die Reaktion 
abgestoppt und nach erneuter Zentrifugation (s.o.) konnte die überschüssige 
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Antikörperlösung verworfen werden. In dieser Arbeit wurden alle so oberflächlich 
gefärbten Proteine abschließend mit 2%-igem Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Dazu 
wurden die Zellen in 100 μl von 2%-igem PFA eluiert und für 10 Minuten bei 4°C in 
Dunkelheit inkubiert. Nach Beendigung der Fixierung wurden 100 μl des FACS-Puffers 
hinzugegeben, die Zellen (s.o.) zentrifugiert und in einem Volumen von 150 µl FACS-
Puffer eluiert. Nach dem Überführen in geeignete PP-Reaktionsgefäße (Greiner 
BiOne) konnten die durchflusszytometrischen Analysen durchgeführt werden. 
3.11.3.2 Intrazelluläre Färbung von Proteinen 
Um im Anschluss einer Oberflächenfärbung intrazelluläre Proteine zu färben wurde 
diese durch die Zugabe von 100 μl PBS abgestoppt und die Zellen nach der 
Zentrifugation (s.o.) mit 200 μl PBS gewaschen. Zur folgenden Fixierung wurde das 
„FoxP3 staining Buffer Set‘ von eBioscience nach Herstellerangaben verwendet und 
erfolgte, wenn nicht anders angegeben, für 1,5 h bei 4°C in Dunkelheit. Die so 
permeabilisierten Zellen wurden mit 1x Permeabilisierungspuffer (eBioscience) ge-
waschen und folgend in 100 μl der Antikörpersuspension resuspendiert. Die Inkubation 
erfolgte für 30 Minuten (FoxP3) bzw. 1 Stunde (GrzB und Ki-67) bei 4°C oder RT in 
Dunkelheit. Nach erneutem Waschen mit 1x Permeabilisierungspuffer konnten die 
Zellen in 150 μl FACS-Puffer für die durchflusszytometrische Analyse resuspendiert 
werden.  
3.11.3.3 Intrazelluläre Färbung von IL-17A und IFN-γ  
Für die duchflusszytometrische Analyse der intrazellulären Zytokine IL-17A und  
IFN-γ wurden die entsprechenden Zellsuspensionen in einem Volumen von 200 µl pro 
Kavität in eine 96-Loch Rundbodenplatte pipettiert. Anschließend erfolgte eine 
Zentrifugation, während der das IMDMC-Medium mit 5 μg/ml Brefeldin-A (BFA), 10 
ng/ml Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), 1 μg/ml Ionomycin, und 1µg/ml 
Monensin angereichert wurde. Nach dem Dekantieren des Überstandes wurden die 
Zellen in einem Volumen von 200 µl des genannten Stimulationsmediums 
resuspendiert und für 4 Stunden im CO2-Inkubator restimuliert. Im Anschluss wurden 
die Zellen mit FACS-Puffer gewaschen und die Oberflächenfärbung (Kap. 3.11.3.1), 
sowie die intrazelluläre Färbung (Kap. 3.11.3.2) durchgeführt. Die intrazelluläre 
Färbung von IFN-γ und IL-17A erfolgte für 30 Minuten bei 4°C in Dunkelheit.  
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3.11.4 CFSE Markierung von CD8+ T-Zellen  
Um die Proliferation von aufgereinigten CD8+ T-Zellen zu analysieren, wurden die 
Zellen mit dem Carboxyfluorescein-Diactetat Succinimidyl-Ester (CFDA-SE, kurz: 
CFSE) markiert. Das farblose nicht-fluoreszierende CFSE, kann durch seine hohe 
Zellpermeabilität, passiv in Zellen jeglicher Organe und Spezifitäten diffundieren. 
Innerhalb der Zelle wird dann über die Spaltung seiner Acetat-Gruppe (durch 
intrazelluläre Esterasen) und der kovalenten Bindung an Amine (über seine 
Succimidyl-Estergruppe) ein starkes Fluoreszenzsignal generiert, dass proportional 
zur Zellteilung an Intensität verliert. CFSE bietet den Vorteil einer zuverlässigen 
Analyse von Zellteilungsprozessen bis hin zu 8 Zellteilungszyklen hinweg. Auf Grund 
seiner stabilen intrazellulären Bindung werden die biologischen Zellfunktionen nicht 
beeinträchtigt. Die Zellen wurden nach der magnetischen Separation (Kap. 3.11.2) in 
IMDM-Medium ohne Zusätze gewaschen und dann in 4 ml frischem IMDM-Medium 
aufgenommen und mit 2,5 μM CFSE für 8 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach der 
Zugabe von 4 ml vorgewärmten FCS und erneuter Inkubation für 5 Minuten bei 37°C, 
wurden die Zellen abschließend mit 4 ml PBS verdünnt. Danach erfolgte eine 
Zentrifugation und die Zellen konnten in 1 ml IMDM-Komplettmedium resuspendiert 
und die Zellzahl bestimmt werden (vergl. Kap. 3.11.6). 
3.11.5 In vitro Analyse der PD-1 Expression und Proliferation von  
CD8+ T-Zellen 
Zur Vorbereitung der Kultivierung von Zellsuspensionen zur Analyse der Proliferation 
und der PD-1 Expression in vitro wurden die 96-Well Flachbodenplatten mit 0,75 μg/ml 
des unmarkierten anti-CD3 Antikörpers beschichtet und für 1,5 h bei 37°C inkubiert. 
Nachdem überschüssiger Antikörper über zweimaliges Waschen mit PBS abgetragen 
wurde, konnten 2,5x105 Zellen pro Kavität, in Duplikaten, überführt werden. Dabei 
wurden ebenfalls unstimulierte sowie Zellen ohne PD-1 bzw. CFSE-Markierung als 
Kontrollen eingesetzt. Anschließend konnten die Zellen in vitro über einen Zeitraum 
von 3 Tagen, gelöst in einem Volumen von 200 μl IMDMc-Medium pro Kavität bei 37°C 
in einem CO2-Inkubator stimuliert werden. Nach 24 h Stunden wurden die jeweiligen 
Zellen in eine 96-Loch Rundbodenplatte überführt und die Zellkulturüberstände für die 
Analyse des Zytokin-Profiles nach einer Zentrifugation abgenommen. In diesem Zuge 
erfolgte auch die Oberflächenfärbung für PD-1 und die der CFSE-markierten Proben, 
(vgl. Kap. 3.11.3.1). Nach der Markierung mit den Fluorezenz-gekoppelten Antikörpern 
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wurden die CFSE-markierten Proben direkt durchflusszytometrisch in Ihrem unfixierten 
Zustand analysiert, wohingegen die PD-1 Messung an fixierten Zellen durchgeführt 
wurde. 
3.11.6 Bestimmung von Zellzahlen 
Für die Bestimmung der Zellzahlen wurde eine Neubauer-Zählkammer mit 10-15 μl 
der Zellsuspensionen (s. Kap. 3.11.1) verdünnt in Trypanblau beladen. Die 
Berechnung der Gesamtzellzahl in einem definierten Volumen erfolgte, indem die 
Zellzahlen mit dem Volumen der Zellsuspensionen, dem Verdünnungsfaktor in 
Trypanblau und dem Kammerfaktor der Neubauer-Zählkammer (104) multipliziert 
wurden. Ebenso konnten die absoluten Zellzahlen einer definierten Zellpopulation über 
die Multiplikation der Gesamtzellzahl mit dem prozentualen Anteil der Zellpopulation 
dividiert durch 100 berechnet werden.  
3.11.7 Kultivierung von Kolon-Biopsien 
Nach erfolgter Präparation des Kolons (vergl. Kap. 3.11.1.3) und longitudinaler 
Öffnung wurden ca. 0,2 x 0,2 mm² große Biopsien aus dem rektalen Bereich 
entnommen. Nach anschließender Bestimmung des Gewichtes an einer Feinwaage 
(im Mittel ~ 0,2-0,5 mg) wurden die Biopsien in eine 48-Loch Kulturplatte, in der 350 µl 
IMDMc-Medium vorgelegt waren, überführt und für 6 h Stunden in einem  
CO2-Inkubator inkubiert. Um Verunreinigungen und Gewebereste zu sedimentieren 
erfolgte eine Zentrifugation der Überstände bei 8000 g für 10 Minuten in 1,5 ml 
Reaktionsgefäßen. Im Anschluss konnten die Überstände in saubere Reaktionsgefäße 
überführt und bis zu weiteren Analyse bei -80°C aufbewahrt werden.  
3.11.8 Quantifizierung sezernierter Zytokine 
Die Quantifizierung sekretierter Zytokine von Zellkulturüberständen oder 
Serumproben, die bis zur Analyse bei -80°C gelagert wurden, erfolgte über das 
Luminex AtheNA Multy-Lyte System. Mit diesem System konnten unter Verwendung 
der „Procarta Cytokine Assay Kits“ (Panomics, Fremont, USA) nach 
Herstellerangaben, parallel mehrere Zytokine (in der vorliegenden Arbeit 9-plex) 
analysiert werden. Die einzelnen Zytokin-Konzentrationen wurden über die Luminex 
IS Software (Luminex Corporation, Austin, USA) bestimmt.  
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3.12 Molekularbiologische Methoden 
3.12.1 Kultivierung von Citrobacter rodentium aus der Stammhaltung 
Die Kultur von Citrobacter rodentium erfolgte aus Glycerin-Krystocks, die bei -80°C zur 
Langzeitlagerung aufbewahrt wurden. Die Krystocks wurden über die Zugabe steriler 
Glycerin-Lösung (87% (w/v)) zu der LB-Flüssigkultur von C. rodentium (Verhältnis 1:1) 
generiert. Von dieser Bakteriensuspension wurden 50 µl mit Hilfe einer Impfschlinge 
auf einer LB-Agar Platte ausgestrichen und ÜN in einem CO2-Inkubator bei 37°C für 
die Kurzzeitaufbewahrung (max. 1 Woche bei 4°C) bebrütet. Für die ÜN-Flüssigkultur 
wurden 200 ml LB-Flüssigmedium mit einer Mischkultur von C. rodentium versetzt. Die 
Kultivierung in einem 500 ml Erlenmeyer-Kolben erfolgte bei 37°C und 180 rpm für 16-
20 h, sodass sich die Bakterien zum Infektionszeitpunkt in der stationären 
Wachstumsphase befanden. Da die Bakterien ohne den Zusatz von Antibiotika 
angezüchtet wurden, mussten parallel zur Anzucht im LB-Flüssigmedium Testplatten 
der Mischkulturen angelegt werden, um Verunreinigungen ausschließen zu können. 
Dafür wurden sechs 1,5 ml Reaktionsgefäße sterilem PBS (RT) vorbereitet und mit 
einem Abstrich der C. rodentium LB-Agar Platte versetzt. Nachfolgend wurden 1/10 
Verdünnungen bis 10-6 vorgenommen und 100 µl der Verdünnungen 10-5 und 10-6 auf 
MacConkey Agar Platten ausplattiert und ÜN bebrütet. Waren die Kulturen rein, konnte 
mit der Vorbereitung für die Infektion (vergl. Kap. 3.13.1) begonnen werden. 
3.12.2 RNA- Isolierung 
Die Isolierung der Gesamt-RNA aus den Kolon-Biopsien ~0,2 mg, die in 300 μl RLT-
Lysis Puffer bei -20°C gelagert wurden, erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit der Firma 
Quiagen nach Herstellerangaben. Am Ende der Isolation wurde dir Gesamt-RNA in 
einem Volumen von 30 μl eluiert und bis zur Durchführung der cDNA Einzel-
strangsynthese (s. Kap. 3.12.4) bei -80°C aufbewahrt. 
3.12.3 Spektrophotometrische Quantifizierung von Ribonukleinsäuren  
Mit dem Nanodrop-Photometer des Herstellers peqLab Biotechnologie erfolgte die 
Konzentrationsbestimmung von Ribonukleinsäuren (RNA). Dabei wurden 1,5 μl der 
jeweiligen Probe auf das Auftragsfenster pipettiert und dem ultravioletten Licht bei 
einer Wellenlänge von 260 nm ausgesetzt. Nukleinsäuren (DNA und RNA) weisen bei 
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dieser Wellenlänge ein Absorptionsmaximum auf, welches zur Konzentrations-
bestimmung genutzt werden kann.  
Die Überlagerung der Absorption von Nukleinsäuren bei 260 nm und von Proteinen 
bei 280 nm wird zur Bestimmung des Reinheitsgrades der Probe genutzt und zeigt an, 
wie stark die Probe durch Alkohole oder Proteinreste verunreinigt ist. Weist der 
Quotient E260/E280 einen Wert von ~ 2 auf, wird von einer reinen RNA-Isolierung 
gesprochen. 
3.12.4 cDNA Erststrangsynthese  
Nach der in Kapitel 3.12.2 beschriebenen RNA-Isolation, kann durch die Verwendung 
einer RNA-abhängigen DNA-Polymerase (Reverse Transkriptase), eine RNA-Matrize 
in komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Die so generierte cDNA 
diente folgend als Grundlage der in Kapitel 3.12.7 beschriebenen 
Genexpressionsanalysen über die quantitativen Real-Time PCR.  
Die cDNA-Synthese beginnt mit einer initialen Denaturierung für 10 Minuten bei 70°C 
im Thermocycler. Dazu wurde der folgende Ansatz verwendet. 
• 0,5 μg RNA-Template in RNase-freiem H2O gelöst 
• 0,5 μl Oligo(dT)  
• 0,5 μl Random Primer  
Anschließend wurden die Proben auf Eis abgekühlt und 6 μl des Master-Mixes, in dem 
die Reverse Transkriptase enthalten war auf die Reaktionsgefäße verteilt.  
Master-Mix: 
• 4 μl 5 x M-MLV-Reverse Transkriptase-Puffer 
• 1 μl 10 μM dNTP-Mix 
• 1 μl M-MLV Reverse Transkriptase 
Die Inkubation der Reverse-Transkriptase Reaktion erfolgte für 1h bei 42°C, die 
folgend durch eine 5-minütige Inkubation bei 90°C inaktiviert wurde. Die so generierte 
cDNA konnte dann in 1,5 ml Reaktionsgefäße transferiert und entweder direkt für die 
Semi-quantitative RPS9-PCR verwendet oder bei 20°C gelagert werden. 
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3.12.5 Semi-quantitative RPS9-PCR 
Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) können enzymatisch von bestimmten 
Nucleotidsequenzen in vitro millionenfach Kopien hergestellt (amplifiziert) werden. 
Dabei wurde stets nach der „Hot start“ Methode verfahren. Diese dient der Vermeidung 
von Artefakten durch unspezifische Primer-Bindungen oder Primer-Dimere, da die 
Polymerisation erst beginnen kann, wenn der Oligonukleotidprimer spezifisch an die 
gewünschte DNA-Sequenz gebunden hat. In der vorliegenden Arbeit konnte durch die 
Verwendung der HotStartTaq-DNA-Polymerase ein automatischer hot start erfolgen, 
d.h. alle PCR-Komponenten konnten bei Raumtemperatur gemischt werden, da diese 
in einem inaktivierten Zustand vorliegt und erst durch die initiale Aufheizphase des 
Thermocyclers aktiviert wird.  
Wie üblich wird nach der initialen Denaturierung die PCR in drei Abschnitte gegliedert, 
welche zusammen einen Zyklus ergeben. Beginnend mit einem kurzen 
Denaturierungsschritt, gefolgt vom Anlagern der Primer (engl., Annealing) und 
schließlich mit einem Elongationsschritt endend. Die Denaturierung findet bei 95°C 
statt, so dass sich der Doppelstrang der Template-DNA auftrennt. Anschließend wird 
die Temperatur, abhängig von dem jeweiligen Primerpaar, herunterreguliert. Da hier 
die Überprüfung der einzusetzenden cDNA-Templatemenge über das Housekeeping 
Gen RPS9 erfolgte lag diese stets bei 58°C.   
Für den Elongationsschritt wird die Temperatur dann wieder auf 72°C heraufgesetzt, 
da diese optimal für die Taq-Polymerase ist. Nach 30 Zyklen findet die finale 
Elongation statt, welche sicherstellt, dass keine Einzelstränge im Aplifikat enthalten 
sind. Bis zur anschließenden Gel-Elektrophorese wird die Temperatur dann auf 4°C 
heruntergefahren.  
Zusammensetzung für ein Reaktionsvolumen von 20 μl: 
• 1 μl cDNA Template 
• 4 μl GoTaq Reaktionspufferr 
• 0,4 μl (10 μM) dNTP Mix 
• 1,2 μl (10 mM) MgCl2 
• 1 μl RPS9 Primer Mix (je 5 μl 5‘ und 3‘ Primer in 90 μl H2Odest) 
• 12,3 μl H2Odest 




Tabelle 3-8: Programm der Semi-quantitativen PCR 
  30 Zyklen  Stop 
Temperatur 95°C 95 58°C 72°C 72°C 4°C 
Zeit [mm:ss] 10:00  00:45 00:45 01:00 10:00 unbegrenzt 
 
3.12.6 Agarosegel-Elektrophorese 
Mit Hilfe von Agarose als Trägermatrix können geladene Fragmente (DNA oder RNA) 
größenabhängig im elektrischen Feld getrennt werden. Nukleinsäuren, die bekanntlich 
negativ geladen sind, wandern daher bei angelegter Spannung von der Anode zur 
Kathode. Die Agarose übernimmt die Funktion eines Molekularsiebes, so dass die 
Wanderungsgeschwindigkeit abhängig von der Molekülgröße bzw. dem 
Molekulargewicht der aufzutrennenden Stoffe ist. Dementsprechend wandern kleinere 
Moleküle schneller durch die Trägermatrix als größere. 
Verwendet wurde eine Agarosekonzentration von 1% (w/v) gelöst in 1xTBE Puffer, das 
der Auftrennung von 0,5-7kb Fragmenten dient. Die Elektrophorese erfolgte bei einer 
angelegten Spannung von 150 V und wurde anschließend an der Gel-Doc Station 
visualisiert und photographisch dokumentiert. 
3.12.7 Quantitative Real-Time PCR  
In der vorliegenden Arbeit wurde die Real-Time PCR (RT-PCR) nach dem Zweischritt 
Verfahren durchgeführt, das bedeutet zuerst wurde das RNA Template wie in Kap. 
3.12.4 erläutert in komplementäre DNA transkribiert und wurde Eingangs für die hier 
beschriebene RT-PCR verwendet. Der Vorteil dieses Vorgehens ist, dass in beiden 
Reaktionen die Bedingungen optimal auf die jeweils verwendeten Enzyme abgestimmt 
werden können. Zudem kann eine große Anzahl an Transkripten aus einer einzigen 
cDNA-Synthese generiert werden.  
Die Erfassung der amplifizierten PCR-Produkte erfolgte über eine Markierung durch 
den DNA-bindenden Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green, der sich mit hoher Spezifität 
zwischen kleinen Furchen der doppelsträngigen DNA einlagern kann, woraus ein 
detektierbares Fluoreszenzsignal generiert wird. Das bedeutet das Fluoreszenzsignal 
wird in jedem Reaktionszyklus detektiert und ist proportional zur Menge des gebildeten 
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PCR-Produktes. Der Rückschluss auf die so gebildete Menge der eingesetzten 
Zielnukleinsäure erfolgte über eine relative Quantifizierung. Dabei kann über das 
Verhältnis der Zielsequenz zu einer Referenzsequenz (housekeeping-Gen RPS9) die 
relative Änderung der Genexpression abgeleitet werden. Die Ziel- und Referenz-
transkripte wurden aus der gleichen Nukleinsäureprobe in getrennten Reaktionen 
amplifiziert und anschließend die Mengen der endogenen Referenz mit der des zu 
untersuchenden Transkriptes in Bezug zueinander gesetzt. Voraussetzung bei dieser 
Methode war die gleichbleibende Genexpression des housekeeping-Gens RPS9 bei 
unterschiedlichen experimentellen Bedingungen, z.B. beim Vergleich von gesundem 
mit erkranktem Gewebe.  
Reaktionsansatz für die quantitativen Real-Time PCR: 
• ~20 ng cDNA-Template 
• 1 x SYBR Green PCR Master Mix  
• 50-900 nM Vorwärtsprimer 
• 50-900 nM Rückwärtsprimer 
• mit RNase freiem H2O auf ein Gesamtvolumen von 20 μl einstellen 
Die Fluoreszenzsignale wurden mit dem 7500 Fast Real-Time PCR System detektiert 
und anschließend mit Hilfe der „7500 Fast Real-Time System-Software“ analysiert.  
Tabelle 3-9: Real-Time PCR Programm 
  40 Zyklen Dissoziationskurve 
Temperatur 94°C 94 TA 72°C 95°C 60°C 95°C 
Zeit [mm:ss] 10:00  00:15 00:30 00:30 00:15 01:00 00:15 
 
3.13 Tierexperimentelle Methoden 
3.13.1 Induktion einer bakteriellen Kolitis mit Citrobacter rodentium 
Für die Induktion einer bakteriellen Coltis wurde C. rodentium in einer Flüssigkultur, 
wie in Kap. 3.12.1, beschrieben vermehrt. Nach der Wachstumsphase ÜN erfolgte die 
Bestimmung der optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlänge von 600 nm gegen LB-
Flüssigmedium als Leerwert. Für die orale Applikation wurden Kulturen mit einer OD 
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zwischen 0,78-0,83 verwendet. Um Mäuse auf C57Bl/6J Hintergrund zuverlässig mit 
2-5 x 109 Kolonie-bildenden Einheiten (KBE) zu infizieren wurden 3 ml pro Tier nach 
einer Zentrifugation bei 4000 rpm für 10 Minuten in einem Volumen von 100 μl in PBS 
resuspendiert. Für eine genaue Bestimmung der Infektionsdosis wurde die Bakterien-
suspension parallel seriell 1/10 in PBS verdünnt und 100 μl auf MacConkey 
Selektionsplatten ausplattiert, ÜN bei 37°C inkubiert und am folgenden Tag die 
Kolonien ausgezählt.  
Die Infektion der Mäuse erfolgte über eine orale Gavage der vorbereiteten Bakterien-
Suspension direkt in den Magen der Mäuse. Dafür wurden die Tiere fixiert, der Kopf 
überstreckt und die Kanüle vorsichtig platziert. Die physiologische Konstitution der 
Versuchstiere wurde vor der Infektion und während des gesamten 
Versuchszeitraumes anhand ihres Körpergewichtes und der Erscheinung beobachtet. 
Um den Infektionsverlauf analysieren zu können wurden in regelmäßigen Abständen 
(Tag 3, 5, 7 und 10 nach der Infektion) Faeces-Proben entnommen, gewogen, 
homogenisiert und seriell in PBS verdünnt. Die Verdünnungen 10-2-10-6 wurden wie 
oben beschrieben auf MacConkey Selektionsplatten ausplattiert und inkubiert. Am 
folgenden Tag konnten dann die Kolonien ausgezählt und die KBE berechnet werden. 
In der vorliegenden Arbeit wurden unterschiedliche Analysezeitpunkte, 5 und 10 Tage 
nach der Infektion (engl. post infection, p.i.), gewählt (Abb. 3-1). Am jeweiligen 
Analysetag wurden die restlichen makroskopischen Parameter, wie z.B. die Länge und 




Abbildung 3-1: Schematischer Aufbau der Versuchsdurchführung einer C. rodentium induzierten Kolitis. Nach der Infektion 
wurden die Tiere, wie anhand der gestrichelten Linien markiert, gewogen und die bakterielle Last im Faeces analysiert. Die 
roten Pfeile geben die 2 Analysezeitpunkte an. Die Gruppenverteilung ist mit den Nummern (1) - (4) angegeben.  
 
3.13.2 Depletion von CD8+ T-Lymphozyten  
Um den Einfluss von CD8+ T-Lymphozyten während einer bakteriell-induzierten Kolitis 
zu untersuchen, wurde ein neutralisierender CD8 Antikörper, bezogen von der Firma 
BioXcell (Klon YTS169.4), in einer Konzentration von 250 μg/200 μl je Versuchstier 
intraperitoneal (i.p.) appliziert. Die Behandlung mit dem monoklonalen Antikörper 
wurde bereits 2 Tage vor der Infektion (Kap. 3.13.1) begonnen und während der 
Infektion an den Tagen 3 und 7 wiederholt um eine Depletion der CD8+ T-Zellen über 
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Abbildung 3-2: Schema der Depletion von CD8+ T-Zellen. Vor der Infektion wurden die Tiere mit dem neutralisierenden 
Antikörper i.p. behandelt. Nach der Infektion wurden die Tiere gewogen und die bakterielle Last im Faeces bestimmt 
(gestrichelte Linien). Des Weiteren wurde der mAk-αCD8 zwei weitere Male i.p. appliziert um eine Depletion der CD8+ T-
Zellen während des gesamten Versuchszeitraumes zu gewährleisten. Die Untersuchung in den angegebenen Gruppen (1) -(4) 
wurden wie eingezeichnet 10 Tage nach der Infektion durchgeführt. 
 
3.13.3 Generierung von Knochenmark-Chimären 
Die Generierung der für diese Arbeit verwendeten Knochenmarkchimären erfolgte 
durch die freundliche Unterstützung des wissenschaftlichen Mitarbeiters Vishal 
Khairnar im Rahmen der Kooperation zwischen der Arbeitsgruppe (AG) von Herrn 
Prof. Dr. K. S. Lang nach etabliertem, laboreigenem Protokoll. Bevor mit der 
eigentlichen Transplantation des Knochenmarks (KM) begonnen werden konnte 
wurden die einzelnen Empfängertiere einer letalen Bestrahlung von 1024 Rad 
ausgesetzt, um eine biologische Nische für das Spender-KM zu schaffen. Das 
Spender-KM wurde nach der zervikalen Dislokation der Spendertiere (Ceacam1-/- bzw. 
C57BL/6J (WT)) aus den Tibiae und Femura der Tiere gewonnen. Um ein möglichst 
reines KM isolieren zu können, wurden die Knochen zunächst von allen Muskel-oder 
Geweberesten befreit und anschließend 2 Min. in Ethanol und folgend PBS inkubiert, 
um die Knochen zu säubern. Danach wurden die so präparierten Knochen vorsichtig 
an beiden Enden geöffnet und das KM, mit einer Spritze, gefüllt mit Zellkulturmedium, 
aus dem Knochen gespült. Die gewonnenen Zellen wurden anschließend mit ZK-
Medium gewaschen und über Zentrifugation (s.o.) pelletiert. Für die Rekonstitution der 
bestrahlten Tiere wurde das KM in einem geeigneten Volumen ZK-Medium 
resuspendiert, um davon jedem Versuchstier 200 μl des jeweiligen KMs i.v. zu 
❖ Histopathologische Analysen
❖ Durchflusszytometrische Messungen





3 5 7 10-2
αCD8 αCD8 αCD8 
Kontrolle: Gewicht/ KBE C. rodentium im Faeces
Gruppen: (1) Wildtyp (C57BL/6J)







injizieren. Innerhalb der ersten Woche entschied sich dann, ob die Tiere das Spender-
KM erfolgreich angenommen haben.  
3.13.4 Membranpermeabilitätsassay  
Die intestinale Barriere dient der Abwehr von endogen Pathogenen und Toxinen die 
sich im Lumen des gastrointestinalen Traktes befinden. Durch eine Störung der 
intestinalen Homöostase kann der Verlust einer separierten Umgebung 
schwerwiegende Gewebeschäden und Immunreaktionen induzieren (Sun et al. 1998). 
Die Analyse der intestinalen Permeabilität ist daher ein wichtiger Parameter für die zu 
Grunde liegende Arbeit im Modell der C. rodentium induzierten Kolitis (Kap. 3.13.1). 
Um diesen Parameter zu bestimmen wurden Fluorescin-gekoppelte Dextran beads 
(Fitc-Dextran Beads) eingesetzt. Charakteristisch für Dextran als Trägersubstanz ist 
eine geringe Toxizität, gute Wasserlöslichkeit und auf Grund seiner chemischen 
Zusammensetzung kann es von den meisten endogenen Glycosidasen nicht 
gespalten werden. Ferner ist Dextran ein relativ inertes Molekül, wodurch 
Wechselwirkungen mit dem Organismus nahezu ausgeschlossen werden können und 
sich daher besonders für in vivo Applikationen eignet (Schroder 1976). Dabei können 
neben Permeabilitätsmessungen von Epithelbarrieren ebenfalls Strömungsanalysen 
von Gefäßsystemen oder auch Internalisierungsanalysen über Phagozytose und 
Endozytose untersucht werden (Oliver et al. 1984; Huang et al. 2011). 
Um die intestinale Permeabilität analysieren zu können, wurden Fitc-Dextran Beads in 
einer molekularen Größe von 4 kDa (FD-4) gewählt und in einer Konzentration von  
0,1 g/ml gelöst in PBS über eine orale Gavage in den Mausorganismus verabreicht 
(Gupta und Nebreda 2014). Damit valide Resultate erzielt werden konnten wurde diese 
Applikation in einem zeitlichen Abstand von 15 Min. zwischen den einzelnen 
Versuchstieren durchgeführt. Die zeitliche Differenz dient der Euthanasie der Tiere, 
um für alle Versuchstiere die gleichen Ausgangsparameter zu schaffen. Ferner wurde 
nach der oralen Applikation der FD-4 Beads das Futter aus den Käfigen entnommen, 
damit die Tätigkeit des gastrointestinalen Traktes nicht durch eine weitere 
Nahrungsaufnahme belastet wurde. Nach der Entnahme des Blutes der mit Isolfluran 
narkotisierten Versuchstiere und Überführung in ein Reaktionsgefäß (1,5 ml) wurden 
die Versuchstiere über eine zervikale Dislokation erlöst und die Dissektion der Organe 
folgte. Neben den Gruppen von Interesse musste an dieser Stelle auch das Serum 
eines unbehandelten Tieres gewonnen werden, um den Hintergrund des 
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unbehandelten Serums berücksichtigen zu können. Die Proben wurden, bis von allen 
Versuchstieren gewonnen, auf Eis und Dunkel gelagert, um die Stabilität der FD-4 
Beads zu gewährleisten. Um das Serum zu gewinnen wurden die Reaktionsgefäße bei 
1500 g für 10 Min. zentrifugiert, wonach das Serum aus der oberen Phase mit einer 
Pipette abgenommen und in ein neues Reaktionsgefäß überführt wurde. Auch hieran 
wurde anschließend auf eine dunkle und kühle Lagerung bei 4°C geachtet. 
Für die Analyse wurden 100 μl der 1/10 in PBS verdünnten Serumproben in eine 96-
Loch Mikrotiterplatte mit schwarzem Rand überführt. Um die Konzentration der FD-4 
Beads im Serum mit einem Spektrophotometer zu analysieren, musste von der 
Ausgangslösung eine serielle Verdünnung für eine Standardkurve hergestellt werden. 
Die FD-4 Ausgangslösung wurde für diesen Zweck von 1000 μg/ml bis hin zu 0 ug/ml 
seriell in PBS verdünnt und in Triplikaten in die Mikrotiterplatte überführt. Abschließend 
konnte die Messung, bei einer Extinktion von 485 nm und einer Emission von 535 nm, 
erfolgen. Die so detektierten Signale des Fluorecins sind proportional zur Permeabilität 
des gastronintestinalen Traktes (vergl. Abb. 3-3).  
 
Abbildung 3-3:  Versuchsprinzip zur Quantifizierung der intestinalen Permeabilität. FD4-beads wurden über orale Gavage 
in den GI der Versuchstiere appliziert. Bei einer durchlässigen intestinalen Barriere können die 4kDa großen Moleküle die 
intestinale Barriere durchdringen und in das Blutkreislaufsystem gelangen. Über eine spektrophotometrische 












3.14 Histologische Untersuchungen 
3.14.1 Histopathologische Untersuchung des Kolons 
Nach der Präparation und Spülung mit PBS wurde das gesamte Kolon auf 
histologischen Kassetten aufgewickelt und in 4%-igem PFA fixiert. Die folgenden 
histologischen Arbeiten (Paraffinschnitte, H&E Färbung) und deren Beurteilung 
wurden an dem Institut für Veterinärpathologie der Freien Universität zu Berlin von 
Prof. Dr. Robert Klopfleisch, im Rahmen einer Kooperation, vorgenommen. Für eine 
genaue Beurteilung des Entzündungsgrades wurden verschiedene Parameter, wie die 
Entzündungszellinfiltration, Epithelschädigung, Depletion der Goblet-Zellen, Infiltration 
von Neutrophilen, Kryptabzesse und Krypthyperplasie, über ein numerisches 
Punktesystem von 0-3 bewertet. Zusätzlich wurden die Längen der Krypten im distalen 
Bereich des Kolons vermessen. Für die graphische Auswertung und Darstellung 
wurden ausschließlich die Parameter aus dem rektalen Bereich des Kolons für die 
Arbeit verwendet, da sich dort die Pathologie, induziert durch eine Infektion mit  
C. rodentium, manifestiert. 
3.14.2 Immunohistochemische Färbung von Kolon-Präparaten 
Für eine Immunohistochemische Analyse der CEACAM1 Expression wurde der rektale 
Bereich (~1 cm Länge) in Tissue-Tek eingebettet und bis zur Herstellung der 
Gefrierdünnschnitte (5-7 μm) bei -80°C aufbewahrt. Die Immunohistochemischen 
Färbungen wurden über die freundliche Kooperation mit der wissenschaftlichen 
Mitarbeiterin Frau Verena Schmitt der AG Dr. rer. nat. B. B. Singer am Universitäts-
klinikum Essen, nach dem laboreigenen Standardprotokoll, durchgeführt. Die Schnitte 
wurden zuerst über Aceton/Ethanol fixiert und anschließend mit 1%-igem BSA/PBS 
blockiert. Daraufhin erfolgte die Inkubation mit dem spezifischen αmsCC1-Antikörper 
gelöst in 0,5% BSA/PBS für 60 Min. in einer feuchten Kammer in Dunkelheit. Nach 
wiederholtem Waschen mit 1xPBS konnten die Gefrierdünnschnitte dann in 
Fluoromount G eingebettet werden. Die immunhistochemischen Aufnahmen erfolgten 
anschließend an einem Zeiss Laser-Scanning Mikroskop. Für die CEACAM1 Färbung 
wurde ein Fluorescein-markierter anti-CEACAM1 Antikörper (αmsCC1-FITC), in 
Kombination mit DAPI verwendet. Dabei eignet sich DAPI zur Visualisierung der 
Nuclei, da es an doppelsträngige DNA-Bereiche binden kann. Zur Visualisierung der 
Infektion mit C. rodentium wurde ein spezifischer Antikörper gegen den Stamm 
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Citrobacter in Kombination mit dem Sekundärantikörper mRuby für die 
immunhistochemischen Aufnahmen verwendet (vgl. Tab. 3-6).  
3.15 Software und Statistik 
Für die Analysen der Durchflusszytometrischen Messungen wurde die BD FACS Diva-
Software (8.0.1) verwendet. Die Erstellung der Graphen und Berechnung der 
statistischen Signifikanz erfolgte über die Graph Pad Prism-Software (Version 7, 
LaJolla, USA). Für eine genaue Bewertung der Messwerte wurden zum einen der 
Student’s t-Test oder der One-Way ANOVA mit folgender Bonferroni-Korrektur 
verwendet. Als statistisch signifikant sind p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) und p < 0,001 (***) 
definiert und in den Graphen, wie angegeben, dargestellt. Die Fluoreszenz-
mikroskopischen Aufnahmen wurden mit der Microscope Imaging Software von Leica 





4.1 Einfluss von CEACAM1 auf eine bakteriell-induzierte Kolitis 
CEACAM1 ist von besonderem wissenschaftlichem Interesse, da über alternative 
Splicing-Prozesse eine Vielzahl von Homologen in 27 unterschiedlichen 
Wirbeltiergruppen entstanden sind. Während im humanen Organismus 12 Isoformen 
von CEACAM1 bekannt sind, konnten in der Maus 4 detektiert werden (Zebhauser et. 
al 2005). Studien zeigen für CEACAM1 ein überaus beeindruckendes Ex-
pressionsprofil im menschlichen sowie murinen Organismus. So konnte eine 
Expression von CEACAM1 u.a. in unterschiedlichen Epithelien und Endothelien, aber 
auch auf Zellen des Immunsystems wie NK-Zellen, Granulozyten, Monozyten, DCs, T-
und B-Zellen nachgewiesen werden (Watt et al. 1991; Muenzner et al. 2000; Möller et 
al. 1996; Khan et al. 1993; Öbrink 1997). In den letzten Jahren wurde gezeigt, dass 
CEACAM1 auf aktivierten T-Zellen exprimiert wird und eine natürliche Funktion als co-
inhibtorischer Rezeptor durch die Expression zweier ITIM-Motive in seiner 
cytoplasmatischen Domäne besitzt (vgl. Abb. 1-7) (Möller et al. 1996; Donda et al. 
2000). Daher sind funktionelle Studien über CEACAM1 von großem Interesse für die 
Entwicklung neuer therapeutischer Ansätze bei immunopathologischen Prozessen, 
wie zum Beispiel chronisch-entzündlicher Darmerkrankungen (CED).  
4.1.1 Analyse der CEACAM1 Expression im Kolon  
Um den Einfluss von CEACAM1 auf eine bakteriell-induzierte Kolitis zu untersuchen, 
wurde zunächst mit der Validierung der CEACAM1 Expression in C57BL/6J Wildtyp-
Mäusen (WT) begonnen. Dazu wurde die grundsätzliche Expression von CEACAM1 
im rektalen Kolon über eine quantitative RT-PCR nachgewiesen (Abb. 4-1, A). 
Anschließend wurden Antikörper-Färbungen gegen CEACAM1 an Gefrierdünn-
schnitten des rektalen Kolons durchgeführt. Die fluoreszenzmikroskopischen Analysen 
zeigen eine deutliche Expression von CEACAM1 auf der apikalen Oberfläche des 
rektalen Kolonepithels, die teilweise bis tief in die Krypten reicht  
(Abb. 4-1, B; dreieckige Markierungen). In weitergehenden durchflusszytometischen 
Analysen der Zellen der Lamina propria des Kolons konnte gezeigt werden, dass ein 
kleiner prozentualer Anteil von CD4+ und CD8+ T-Zellen CEACAM1 auf ihrer 
Oberfläche exprimieren (Abb. 4-1, C).  
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Zusammenfassend zeigen diese initialen Experimente eine konstitutive Expression 
des CEACAM1-Moleküles im Epithel des Kolons, sowie auf CD4+ und CD8+ T-Zellen 
und bestätigen die Studien von Leung et al. und Zalzali et al. (Leung et al. 2006b; 
Zalzali et al. 2008) 
 
Abbildung 4-1: Lokalisation der CEACAM1 Expression im Kolon von naiven WT-Mäusen. A) Nach der Präparation wurden 
Kolon-Biopsien entnommen, RNA isoliert und über eine quantitative RT-PCR die relative Expression von CC1 analysiert (n=8) 
B) a) 20x Vergrößerung. b) 40x Vergrößerung. c) 63x Vergrößerung. Gefrierdünnschnitte im Querschnitt (5 μm) des rektalen 
Kolon-Bereiches gesunder WT-Mäuse. Die Schnitte wurden mit einem monoklonalen Antikörper (mAB) αmsCC1 gefärbt und 
mit einem Alexa488 Sekundärantikörper behandelt. Zusätzlich sind die Nuclei über die Färbung mit 4‘,6-Diamidin-2-
phenylindol (DAPI) abgebildet. Die CEACAM1-Exression (grün) zeigt in unterschiedlichen Vergrößerungen eine beständige 
Expression im apikalen Bereich der Krypten (↑), bis hin zur Krypt-Basis (Δ). d) Primärantikörperkontrolle ohne αmsCC1 
gefärbt. Dargestellt ist ein exemplarisches Resultat von drei unabhängigen Präparationen. C) Durchflusszytometrische 
Charakterisierung der CC1 Expression im Grundzustand auf CD4+ und CD8+ T-Zellen (n=2) aus einem individuellen Experiment. 
Im Balkendiagramm sind die Mittelwerte als ± SEM angegeben. CC1: CEACAM1; WT: Wildtyp 
 
Um zu testen, ob eine bakteriell-induzierte Kolitis einen Einfluss auf die 
Expressionsstärke von CEACAM1 hat, wurden WT Mäuse per oraler Gavage mit  
C. rodentium infiziert und 10 Tage danach (peak Infektion, 10 dpi.) sowohl die 
Expression von CEACAM1 als auch die Lokalisation von C. rodentium im rektalen 
Kolon bestimmt. Über die quantitative RT-PCR zeigen sich keine signifikanten 
Unterschiede in der CEACAM1 Expression zwischen nicht-infizierten und infizierten 
WT Mäusen (Abb. 4-2, B). Dies wurde auch durch fluoreszenzmikroskopische 
Analysen bestätigt (Abb. 4-2, A). Interessanterweise zeigte die durchflusszyto-
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metrische Untersuchung des T-Zell-Kompartimentes einen leichten Anstieg der 
CEACAM1 Expression auf CD4+ T-Zellen und noch stärker ausgeprägt auf CD8+ T-
Zellen (Abb.4-2, C-D). 
 
Abbildung 4-2: Auswirkungen einer bakteriellen Infektion auf die CEACAM1-Expression und Lokalisation der Bakterien im 
intestinalen Epithel. Gefrierdünnschnitte (5 μm) von A) Exemplarische Aufnahmen PBS im Vergleich zu CR-infizierten WT-
Mäusen. Die Färbung von CEACAM1 erfolgte über den mAB αms CC-1 und einem Alexa488 Sekundärantikörper (grün; a & b). 
Zusätzlich sind die Nuclei (blau) über DAPI (e & f) im Einzelnen, aber auch im Overlay (g & h) abgebildet. (i) Primärantikörper 
Kontrolle. d) Zeigt die Einzelaufnahme der C. rodentium infizierten WT-Mäuse 10 Tage nach der Infektion (rot). Alle 
Fluoreszenz-Aufnahmen wurden mit bei einer 40x Vergrößerung generiert. B) Nach der Präparation wurden Kolon-Biopsien 
entnommen, RNA isoliert und über eine quantitative qPCR die relative Expression von CC1 analysiert.  
C) Durchflusszytometrische Charakterisierung der CC1-Expression auf CD4+ T-Zellen und D) CD8+ T-Zellen im Vergleich zu den 
PBS-Kontrollgruppen. Die statistischen Signifikanzen wurden über den Student’s T-test berechnet (*: p < 0,05). Dargestellt ist 
der Mittelwert als ± SEM in B) n = 8-12 aus 4 unabhängigen Infektionsversuchen; C) und D) n = 2-3 aus einem exemplarischen 
Versuch. CR: C. rodentium; CC1: CEACAM1; ns: nicht-signifikant; PBS: physiologische Kochsalzlösung; WT: Wildtyp; CC1-/-: 





Betrachtet man die Lokalisation von C. rodentium im Kolon, scheint es keine exklusive 
Interaktion zwischen CEACAM1 und den Bakterien zu geben, da  
C. rodentium (rot) sowohl an Stellen hoher CEACAM1 Expression als auch an Stellen 
schwacher CEACAM1 Expression mit dem Epithel interagiert (Abb.4-2, A b, d und h). 
 
4.2 Auswirkungen einer CEACAM1-Defizienz auf die C. rodentium 
induzierte Colitis 
Nach dem erfolgreichen Nachweis einer CEACAM1 Expression, sowohl im Epithel des 
Kolons als auch auf zellulärer Ebene, sollte untersucht werden, ob der Verlauf einer 
bakteriellen Infektion mit C. rodentium durch die Deletion des Ceacam1-Gens 
(Ceacam1-/-) beeinflusst wird. Um dies zu untersuchen, wurden Ceacam1-/-- und WT-
Mäuse mit C. rodentium infiziert und deren physiologische Konstitution untersucht. 
Zunächst wurde mit der Analyse der Kolonie-bildenden Einheiten (KBE) von  
C. rodentium im Faeces der Tiere über einen Versuchszeitraum von 10 Tagen 
begonnen. Dabei zeigte sich im Vergleich zu der Analyse in WT-Tieren eine stärkere 
Kolonisierung der Ceacam1-/--Tiere, vor allem in der frühen Infektionsphase (3 und 
5 dpi.). Die maximale Kolonisierung (Peak-Infektion) wurde sowohl in Ceacam1-/-- als 
auch in WT-Tieren 7-10 Tage nach der Infektion detektiert, wobei 10 dpi. nur noch 
leichte Unterschiede in der KBE im Faeces feststellbar waren (Abb. 4-4, A). Um die 
Lokalisation der Bakterien im Kolon näher zu betrachten, wurden Fluoreszenz-
färbungen an Gefrierdünnschnitten des rektalen Kolons von infizierten Ceacam1-/-- 
und WT-Tieren durchgeführt. Anhand der Einzelaufnahmen, aber auch in der 
zusammengefügten Darstellung, konnte eine Kolonisierung von C. rodentium bis hin 
zur Krypt-Basis in den Ceacam1-/--Tieren detektiert werden (Abb. 4-3, B). Im 
Gegensatz dazu wurden bei den infizierten WT-Tieren C. rodentium Bakterien nur auf 




Abbildung 4-3: Auswirkungen einer CEACAM1-Defizienz auf die Kolonisierung des intestinalen Epithels mit C. rodentium. 
Gefrierdünnschnitte (5 μm) von dem rektalen Bereich des Kolons. Die Färbung von CEACAM1 erfolgte über den mAk αms 
CEACAM1 und einem Alexa488 Sekundärantikörper (grün). Die Färbung von C. rodentium Bakterien wurde unter Verwendung 
eines kommerziellen Primärantikörpers in Verbindung mit einem mRuby-Sekundärantikörper (rot) durchgeführt. Zur 
Orientierung wurden auch hier die Nuclei mit Hilfe einer DAPI-Färbung (blau) dargestellt. A) a)-c) Kolon im Querschnitt von 
C. rodentium infizierten WT-Mäusen in Einzelaufnahme. d) Überlagerte Darstellung. B) e)- g) Kolon im Querschnitt von C. 
rodentium infizierten Ceacam1-/--Mäusen, h) Überlagerte Darstellung i) Primärantikörperkontrolle. Für die mikroskopischen 
Aufnahmen wurde eine 40x Vergrößerung verwendet. 10 Tage nach der Infektion mit C. rodentium erfolgte die Präparation. 




Um zu testen, ob auch der systemische Verlauf der Infektion in Ceacam1-/--Tieren 
beeinflusst ist, wurden sowohl das Milzgewicht als auch die KBE in der Leber 10 dpi. 
bestimmt. Interessanterweise zeigte die Analyse des Milzgewichtes sowie der KBE in 
der Leber von infizierten Ceacam1-/--Tieren signifikant höhere Werte im Vergleich zu 
infizierten WT Tieren (Abb. 4-4, B und C). Des Weiteren ist in Abb. 4-4, D das 
Verhältnis des Kolon-Gewichtes zur Länge graphisch dargestellt. Dieser Parameter 
dient als Indikator für die Pathologie im Kolon. In Homologie zu der stärkeren lokalen 
und systemischen Verbreitung von C. rodentium in Ceacam1-/--Tieren konnte auch hier 
ein signifikant höherer Wert im Vergleich zu den infizierten WT-Tieren festgestellt 
werden.  
Abbildung 4-4: Charakterisierung der makroskopischen Parameter von Ceacam1-/--Tieren im Vergleich zum WT. A) Über 
den gesamten Versuchszeitraum wurden in einem zeitlichen Abstand von 2-3 Tagen Faeces-Proben entnommen und die 
KBE/g Faeces bestimmt. B) Zum Zeitpunkt der Analyse (10 dpi.) wurden Teile der Leber gewogen und homogenisiert. Sie 
dienten als Maß der systemischen Ausbreitung von C. rodentium im Organismus [KBE/g Leber]. C) Zusammenfassung des 
Milzgewichtes [mg]. D) Verhältnis des Kolon-Gewichtes zur Länge als Parameter der lokalen Entzündungsreaktion [mg/mm]. 
Dargestellt sind die Mittelwerte als ± SEM von je n= 36 Tiere in den beiden CR-Gruppen; n= 24 Tiere in den PBS-Gruppen 
erhoben in 7 unabhängigen Experimenten. Die statistischen Signifikanzen wurden über den Student’s T-test und den One-
Way Anova mit anschließender Bonferroni-Korrektur berechnet (*: p < 0,05; **: p < 0,01; *** p< 0,001); CR: Citrobacter 






Die histopathologischen Analysen des rektalen Kolon-Abschnittes von infizierten 
Ceacam1-/-- und WT-Mäusen bestätigten ebenfalls eine stärker ausgeprägte 
Pathologie in Ceacam1-/--Tieren. So ist der Entzündungsindex sowie die Länge der 
Krypten in der Gruppe der infizierten Ceacam1-/--Tiere im Vergleich zu den infizierten 
WT-Tieren signifikant erhöht (Abb. 4-5, A-C).  
Abbildung 4-5: Einfluss von CEACAM1 auf die histopathologischen Parameter. A) Mikroskopische Aufnahmen einer 
exemplarischen H&E Färbung. Dabei sind infizierte WT (links) CC1-/- (rechts) Tieren gegenübergestellt und im Vergleich zu den 
jeweiligen PBS-Gruppen (darunter) abgebildet. Die Aufnahmen wurden bei 20x Vergrößerung aufgneommen.  
B) Zusammenfassung einzelner Entzündungsparameter über den Entzündungsindex. C) Kryptlängen [μm] der infizierten und 
nicht-infizierten Gruppen. Die statistischen Signifikanzen wurden über den Student’s T-test und über den One-Way Anova 
mit anschließender Bonferroni-Korrektur berechnet (*: p < 0,05; **: p < 0,01; *** p< 0,001). Abgebildet sind die Mittelwerte 
als ± SEM von n= 5 in den infizieren Gruppen und n= 4 in den nicht-infizierten Gruppen aus zwei unabhängigen Experimenten. 
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CR: Citrobacter rodentium; K.: intestinale Krypten; L.: Lumen; M.m.: Muscularis mucosae; ns: nicht-signifikant Sm.: 
Submucosa; WT: Wildtyp.  
 
 
Ein weiterer Parameter für die Ausprägung einer Entzündung ist die Konzentration der 
sezernierten Zytokine. Daher wurde die Konzentration verschiedener Zytokine im 
Serum von infizierten Ceacam1-/-- und WT-Tieren 10 dpi. mittels Luminex Technologie 
bestimmt (Abb. 4-6, A-E). Dabei zeigte sich eindeutig ein stärker pro-inflammatorisch 
geprägtes Zytokin-Profil in Ceacam1-/--Tieren im Vergleich zu den WT-Tieren. Die 
Konzentration von Interleukin-6 (IL-6) und Interferon-gamma (IFN-γ) waren im 
Vergleich zum Serum von infizierten WT-Tieren signifikant erhöht und auch für den 
Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-α) und Macrophage inflammatory protein-1 alpha 
(MIP-1α) konnten erhöhte Werte gemessen werden. Insgesamt wurden unter 
homöostatischen Bedingungen weder in der Pathophysiologie, noch in der 
Zytokinsekretion Unterschiede zwischen Ceacam1-/-- und WT-Tieren festgestellt.  
Zusammenfassend zeigen die bisherigen Ergebnisse einen deutlichen Einfluss von 
CEACAM1 auf die Suszeptibilität für eine C. rodentium induzierte Kolitis. So konnten 
in Folge einer CEACAM1-Definzienz bisher eine massive Pathologie, sowohl auf 
makroskopischer sowie histologischer Ebene im Verlauf der Infektion gezeigt werden. 
Des Weiteren wiesen die Analysen der CEACAM1 Expression zwischen gesunden 
und infizierten WT-Mäusen darauf hin, dass CEACAM1 vermutlich nicht direkt mit dem 
Bakterium interagiert, da unabhängig von der Infektion eine kontinuierliche CEACAM1 






Abbildung 4-6: Serum-Zytokinprofil von Ceacam1-/--Tieren. Nach zehntägiger Infektion mit C. rodentium wurde den 
narkotisierten Versuchstieren über eine Punktion des Herzens Vollblut entnommen, anschließend das Serum über 
Zentrifugation separiert und mit Hilfe der Luminex-Technologie die Serum-Konzentration [pg/ml] einzelner Zytokine 
bestimmt. A) Interleukin-6 (IL-6) B) Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-α) C) Interferon-gamma (IFN-γ) D) Macrophage 
inflammatory protein-1 alpha (MIP-1 alpha bzw. CCL3) E) Interleukin-10 (IL-10). Die statistischen Signifikanzen wurden über 
den Student’s T-test und über den One-Way Anova mit anschließender Bonferroni-Korrektur berechnet (*: p < 0,05;  
**: p < 0,01). Dargestellt sind die Mittelwerte als ± SEM von n= 2-9 Tieren pro Gruppe aus zwei unabhängigen 
Infektionsversuchen. CR: Citrobacter rodentium; ns: nicht-signifikant; PBS: physiologische Kochsalzlösung; WT: Wildtyp;  






4.3 Ist das hämatopoetische oder nicht-hämatopoetische 
Kompartiment die treibende Kraft der Pathologie?  
Die bisherigen Ergebnisse belegen, dass CEACAM1 sowohl von Zellen des 
hämapoetischen sowie nicht-hämapoetischen Systems exprimiert wird (Kap. 4.1). Um 
weiterführend zu analysieren, ob die verstärkte Pathologie bei C. rodentium infizierten 
Ceacam1-/--Mäusen als Reaktion auf den bakteriellen Stimulus seinen Ursprung im 
hämatopoetischen oder nicht-hämatopoetischen Kompartiment nimmt, wurden 
Knochenmark-Chimäre generiert. Der experimentelle Ablauf dieses 
Versuchsabschnittes ist in Abb. 4-7, A zusammengefasst. WT-und Ceacam1-/---Mäuse 
wurden bestrahlt und anschließend der Knochenmarktransfer durchgeführt. Nach  
8-wöchiger Rekonstitutionszeit wurden alle 4 Versuchsgruppen mit C. rodentium 
infiziert. Die Analyse der bakteriellen Last im Faeces der Tiere zeigt zum Zeitpunkt 5 
dpi. die bereits beschriebene höhere bakterielle Belastung in den Ceacam1-/--Tieren, 
die Knochenmark von Ceacam1-/--Mäusen erhielten. Interessanterweise wurde 
dieselbe bakterielle Last im Faeces von Ceacam1-/--Tieren, die WT-Knochenmark 
erhalten haben und WT-Tieren, die Knochenmark von Ceacam1-/--Tieren erhalten 
haben detektiert (Abb. 4-7, B). Im Gegensatz dazu, waren die Werte für die KBE in 
der Leber in WT-Mäusen denen Ceacam1-/-  Knochenmark transferiert wurde im 
Vergleich zum CEACAM1 komplett-Knock Out (Ceacam1-/-→ Ceacam1-/-) vergleichbar 
(Abb. 4-7, C). Die Bestimmung des Milzgewichtes zeigte dagegen, dass der massive 
Phänotyp in WT Tieren die Ceacam1-/--Knochenmark erhielten aufgehoben wurde 




Abbildung 4-7: Generierung von Knochenmark-Chimären. Analyse des hämatopoetischen und nicht-hämatopoetischen 
Kompartiments von Ceacam1-/--Tieren während einer bakteriellen Infektion. A) Schematische Darstellung der 
Versuchsdurchführung. Nach der Bestrahlung von 1050 rad wurde am Folgetag das Knochenmark der jeweiligen Spendertiere 
(WT oder Ceacam1-/-) in die Empfängertiere i.v. injiziert. Nach 8-wöchiger Rekonstitution erfolgte die Infektion mit C. 
rodentium und 7 dpi. die Analyse. B) Nach der Faeces-Entnahme wurde dieser homogenisiert und über Selektionsplatten die 
KBE/g Faeces 5 dpi. bestimmt. C) Zum Zeitpunkt der Analyse (7 dpi.) wurden Teile der Leber gewogen und homogenisiert und 
als Maß der systemischen Ausbreitung von C. rodentium im Organismus bestimmt [KBE/g Leber]. D) Zusammenfassung des 
Milzgewichtes [mg]. Die statistischen Signifikanzen wurden über den Student’s T-test und über den One-Way Anova mit 
anschließender Bonferroni-Korrektur berechnet (*: p < 0,05). Dargestellt sind n=7-9 Tier aus zwei unabhängigen 
Infektionsversuchen. Graphisch sind die Mittelwerte als ± SEM angegeben. CR: Citrobacter rodentium; WT-KM: Wildtyp-
Knochenmark; CC1-/- KM: Ceacam1-/- Knochenmark; WT: Wildtyp; CC1-/-: Ceacam1-/-; dpi.: days post-infection; KBE: Kolonie-
bildende Einheiten.  
 
Zusammenfassend belegen diese Experimente, dass vermutlich sowohl das 
hämatopoetische als auch das nicht-hämatopoetische Kompartiment an der 
Entwicklung der starken Pathologie als Folge einer C. rodentium induzierten Kolitis in 
Ceacam1-/--Tieren beteiligt sind. 
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4.4 Regulation der intestinalen Permeabilität durch CEACAM1 
Das intestinale Epithel hat in erster Linie die Funktion den Wirt vor äußeren Einflüssen 
zu schützen und die Homöostase des gastrointestinalen Systems aufrechtzuhalten 
(Kap. 1.1.1). Da eine Infektion mit C. rodentium in genetisch suszeptiblen 
Mausstämmen die intestinale Permeabilität beeinträchtigen kann und eine signifikant 
höhere systemische Verteilung der Bakterien anhand der KBE in der Leber und des 
erhöhten Milzgewichtes in Ceacam1-/--Mäusen gemessen wurde (Abb. 4-4, B-C), 
sollte untersucht werden, ob die Expression von CEACAM1 einen Einfluss auf die 
intestinale Barriere und damit der Permeabilität haben könnte. 
Um dies zu untersuchen, wurden Permeabilitäts-Assays mit Hilfe von Fluorochrom-
markierten Dextran-Beads in gesunden Mäusen beider Gruppen, aber auch nach der 
Infektion mit C. rodentium durchgeführt. Fluorochrom-markierte Dextran-Beads 
wurden den Versuchstieren per oraler Gavage verabreicht und nach 4 Stunden konnte 
die Konzentration der Beads im Serum bestimmt werden. Dabei zeigte sich in 
Ceacam1-/--Mäusen bereits unter homöostatischen Bedingungen eine erhöhte 
intestinale Permeabilität im Vergleich zu den WT-Kontrollen (Abb. 4-8, A). Die mittlere 
Konzentration, der im Serum detektierten Fitc-Dextran Beads, war bei Ceacam1-/--
Tieren um das 6-fache höher als in den WT-Mäusen, bei denen unter homöostatischen 
Bedingungen nur eine geringe Permeabilität nachgewiesen werden konnte. Im Verlauf 
einer Infektion mit C. rodentium zeigte sich anhand der steigenden Konzentration der 
Fitc-Dextran Beads in den Seren von Ceacam1-/--Mäusen eine exponentielle Zunahme 
der intestinalen Permeabilität, die verglichen mit den infizierten WT-Kontrollen um das 





Abbildung 4-8: Bestimmung der intestinalen Permeabilität. Die Permeabilitätsmessung erfolgte in vivo über die orale 
Applikation von Fitc-Dextran Beads (4KDa). Nach 4-stündiger Inkorporation wurde den narkotisierten Versuchstieren über 
eine Herzpunktion das Vollblut entnommen und das Serum separiert. Anschließend wurde die Fluoreszenzintensität 
spektrophotometrisch bestimmt und die Konzentration [μg/ml] berechnet werden (vergl. Kap. 3.13.4). Die detektierten 
Signale des Fluoreceins sind proportional zur Permeabilität des intestinalen Epithels. A) Intestinale Permeabilität unter 
homöostatischen Bedingungen. B) Permeabilitäts-Assay 10 Tage nach der Infektion mit CR. Für die statistischen Signifikanzen 
wurde der Student’s T-test verwendet (*: p < 0,05). Dargestellt sind n=8-9 Tiere aus drei unabhängigen Experimenten. Im 
Balkendiagramm dargestellt sind die Mittelwerte als ± SEM. CR: Citrobacter rodentium; PBS: physiologische Kochsalzlösung; 
WT: Wildtyp; CC1-/-: Ceacam1-/-; dpi.: days post-infection. 
 
Die Regulation der intestinalen Barriere erfolgt unter anderem über den Tight Junction 
(TJ) vermittelten Kontakt zwischen benachbarten intestinalen Epithelzellen. Die 
erhöhte intestinale Permeabilität könnte demnach aus einer dysfunktionalen 
Anordnung bzw. Expression der TJ-Proteine resultieren. Um diese Hypothese zu 
untersuchen, wurde die Expression bekannter TJ-Proteine auf mRNA-Ebene 
analysiert. Dabei sind in der Literatur hauptsächlich Effekte über die Proteinfamilie der 
Claudine und Occludine aber auch der peripheren Membranproteine der Zonula-
Occludens (im Speziellen von ZO-1-3) in Zusammenhang mit chronisch-entzündlichen 
Darmerkrankungen (CED) und in Mausmodellen mit Bezug zur intestinalen 
Permeabilität beschrieben worden (Roda et al. 2010; Salim und Söderholm 2011; 
Henderson et al. 2011). Allerdings konnten zum Analysezeitpunkt 10 dpi. in den Kolon-
Biopsien weder in infizierten Ceacam1-/-- noch in WT-Tieren ein verändertes 
Expressionsniveau für Claudin-3, Occludin, ZO-1 und ZO-2 bestimmt werden (Abb. 4-
9, A-D). Daher liegt die veränderte Permeabilität der Epithelzellen in Ceacam1-/--
Mäusen vermutlich nicht an einer Dysregulation der TJ-Proteinkomplexe.  
Zusammen mit den Komplexen der Tight Junctions sind Adherens Junctions, die direkt 
unterhalb der TJs im apikal dem Lumen zugewandten Bereich des intestinalen Epithels 
exprimiert werden, an der Regulation der intestinalen Permeabilität beteiligt. Wie 
bereits in der Einleitung (Kap. 1.1.1) beschrieben, ist die Expression von Cadherinen 
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(speziell von E-Cadherin) charakteristisch für diese Zellverbindungen. 
Interessanterweise konnte nach einer Infektion mit C. rodentium in den Ceacam1-/--
Mäusen eine deutlich erhöhte Expression von E-Cadherin auf mRNA-Ebene detektiert 
werden, wohingegen dieses Protein in den restlichen Versuchsgruppen kein 
verändertes Expressionsprofil aufwies (Abb. 4-9, E). Von den genannten 
abdichtenden Zellverbindungen sind sogenannte „lose“ Zell-Zellverbindungen zu 
unterscheiden. Dazu zählen neben Desmosomen auch Gap junctions. Studien der 
Arbeitsgruppen von Ey und Kollegen konnten einen Einfluss des Gap Junction 
Proteins Connexin-43 (Cox-43) auf die intestinale Permeabilität zeigen, sodass auch 
in der vorliegenden Arbeit dessen Expression analysiert wurde (Ey et al. 2009). Dabei 
konnte zwar eine signifikant steigende Expression als Reaktion auf die Infektion in 
Ceacam1-/--Tieren detektiert werden, jedoch nicht im Vergleich zu der infizierten WT-
Kontrollgruppe, sodass nicht von einem CEACAM1 vermittelten Einfluss ausgegangen 
werden kann (Abb.4-9, F).  
Neben den Zell-Zell-Kontakten zur Aufrechterhaltung der intestinalen Barriere sind 
antimikrobielle Proteine (AMPs), gelöst in der inneren Muzin-Schicht, (Kap. 1.1.1) ein 
wichtiger Kontrollmechanismus. Diese Proteine dienen unter homöostatischen 
Bedingungen der Abwehr von Pathogenen, indem sie den direkten Kontakt mit dem 
intestinalen Epithel verhindern. In den letzten Jahren konnten unterschiedliche Studien 
einen Zusammenhang zwischen der Expression von α-Defensin 5 und der Regulation 
der intestinalen Permeabilität belegen (Wehkamp et al. 2005b). Daher wurde dessen 
Expression ebenfalls in dem Modell der bakteriell-induzierten Kolitis analysiert. Dabei 
konnte, im Vergleich zu den restlichen Versuchsgruppen, eine verringerte Expression 
in den C. rodentium infizierten Ceacam1-/--Tieren detektiert werden (Abb.4-9, G).  
Zusammenfassend weisen die Analysen auf einen Einfluss von CEACAM1 auf die 
intestinale Barriere-Funktion hin. Die erhöhte Permeabilität des Epithels sowie eine 
verringerte Expression von antimikrobiellen Proteinen in Ceacam1-/-- Tieren zeigt eine 
deutliche Beteiligung des nicht-hämatopoetischen Systems an der bakteriellen 




Abbildung 4-9: Expression von Zell-Zell Kontakt vermittelnden Proteinkomplexen und antimikrobieller Proteine im 
intestinalen Epithel. Nach der Präparation (10 dpi.) wurden Kolon-Biopsien entnommen, RNA isoliert und über eine 
quantitative RT-PCR die relative Expression von einigen Bestandteilen der apikalen Zell-Zell vermittelnden Komplexe 
durchgeführt.  A) Claudin-3, B) Occludin, C) Zonula Occludens 1, D) Zonula Occludens 2, E) E-Cadherin, F) Connexin-43 und  
G) α-Defensin 5 analysiert. Die statistischen Signifikanzen wurden über den Student’s T-test und One-Way Anova mit 
anschließender Bonfferoni-Korrektur berechnet (*: p < 0,05; **: p < 0,01). Dargestellt sind die Mittelwerte als ± SEM von  
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n= 6-10 Tieren aus zwei unabhängigen Experimenten. CR: Citrobacter rodentium; PBS: physiologische Kochsalzlösung;  
WT: Wildtyp; CC1-/-: Ceacam1-/-; dpi.: days post-infection. 
4.5 Bedeutung von CEACAM1 für Effektor-T-Zell-vermittelte 
Immunreaktionen 
Das adaptive Immunsystem stellt sich vor allem im intestinalen Milieu unterschiedlicher 
Herausforderungen, so muss es gegenüber der kommensalen Mikrobiota tolerant 
reagieren, um den Zustand der Homöostase zu gewährleisten, gleichzeitig aber 
effiziente Abwehrmechanismen gegen Pathogene induzieren (Biancone et al. 2002). 
Bezüglich des in dieser Arbeit verwendeten Infektionsmodells der C. rodentium 
induzierten Kolitis konnten diverse Studien bereits zeigen, dass in Folge der Infektion 
eine Th1- und Th17-vermittelte Entzündungsreaktion von zentraler Bedeutung für die 
Abwehr und Eliminierung des non-invasiven Mauspathogens ist (Lis M. Higgins et al. 
1999; Symonds et al. 2009).  
 
4.5.1 CEACAM1 und CD4+ Effektor-T-Zellen  
Um den Einfluss der CEACAM1 Expression auf CD4+ Effektor-T-Zellen einer  
C. rodentium induzierten Kolitis zu analysieren, wurden durchflusszytometrische 
Analysen der Lamina propria des Kolons von infizierten und nicht-infizierten  
Ceacam1-/-- und WT-Mäusen durchgeführt. Wie bereits in der Literatur beschrieben, 
ist der prozentuale Anteil der CD4+ T-Zellen in Ceacam1-/- sowohl unter Homöostase 
als auch bei Infektion leicht erhöht (Huang et al. 2015) (Abb. 4-10, A).   
Die Funktionalität bzw. Aktivität von T-Zellen wird über die Expression der 
Aktivierungsmarker L-Selectin (CD62L) und CD69 bestimmt. Dabei können über die 
Messung von CD62L Aussagen über den prozentualen Anteil von naiven CD4+  
T-Zellen getroffen und darüber indirekt Rückschlüsse auf die Aktivität gewonnen 
werden. Im Gegensatz dazu gibt die Expression von CD69 auf der Oberfläche von  
T-Zellen Aufschluss über deren Aktivierung, da er als früher Aktivierungsmarker 




Abbildung 4-10: Das CD4+ Effektor-T-Zell-Kompartiment in Ceacam1-/--Mäusen. Nach der Isolation der Lamina Propria 
Lymphozyten aus CR-infizierten und gesunden Ceacam1-/--oder WT-Tieren erfolgte die durchflusszytometrische 
Charaktersierung des CD4+ T-Zellkompartimentes. A) Prozentualer Anteil der CD4+ T-Zellen von lebenden Lymphozyten in der 
Lamina Propria. B) Exemplarischer Dot-Plot der durchflusszytometrischen Charakterisierung von Th1-Zellen über die 
Expression von IFN-ɣ. C) Zusammenfassende Darstellung des prozentualen Anteils von IFN-ɣ+ Th1-Zellen aus der 
Gesamtpopulation lebender CD4+FoxP3- T-Zellen. D) Exemplarischer Dot-Plot der durchflusszytometrischen Messung von 
Th17-Zellen über die Expression von IL-17A. E) Graphische Zusammenfassung des prozentualen Anteils von IL-17A+ Th17 T-
Zellen aus der Gesamtpopulation lebender CD4+FoxP3- T-Zellen. F) Expression des Aktivierungsmarkers CD62L auf CD4+ T-
Zellen. G) Expression des Aktivierungsmarkers CD69 auf CD4+ T-Zellen. Die statistischen Signifikanzen wurden über den 
Student’s T-test berechnet und den One-Way Anova mit anschließender Bonferroni-Korrektur berechnet (*: p < 0,05 ***;  
p < 0,001). Im Balkendiagramm sind die Mittelwerte als ± SEM in C) und E) von n = 4-6 aus zwei unabhängigen Experimenten; 
A), F) und G) n= 6-10 aus drei unabhängigen Experimenten. CR: Citrobacter rodentium; PBS: physiologische Kochsalzlösung; 




Die Resultate der durchflusszytometrischen Analysen der CD4+ T-Zellen weisen 
bereits unter homöostatischen Bedingungen, gezeigt anhand der reduzierten CD62L 
und erhöhten CD69 Expression, auf einen aktivierten Phänotyp in Ceacam1-/--Tieren 
im Vergleich zu den WT-Kontrollen hin. Nach zehntätiger Infektion mit C. rodentium 
konnten allerdings keine Unterschiede im Expressionsprofil der genannten 
Aktivierungsmarker in Ceacam1-/-- und WT-Tieren detektiert werden (Abb.4-10, F-G). 
Auch zeigten sich keine Unterschiede im prozentualen Anteil von Th1-Zellen, 
gemessen anhand der intrazellulären Expression von IFN-γ oder der Th17-Zellen, 
gemessen über die intrazelluläre IL-17A Expression, zwischen den einzelnen Gruppen 
(Abb.4-10, B-E).  
Zusammenfassend scheint sich die CEACAM1-Defizienz im Mausorganismus nur 
geringfügig auf das CD4+ T-Zellkompartiment auszuwirken, da die C. rodentium 
typischen Th1- und Th17-vermittelten Immunantworten sich in Ceacam1-/--und WT- 
Tieren sehr ähnlich verhalten.  
 
4.5.2 CEACAM1 und CD8+ Effektor-T-Zellen 
Wie im vorangegangenen Kapitel für die CD4+ T-Zellen wurden auch die CD8+  
T-Zellen der Lamina propria von nicht-infizierten und infizierten Ceacam1-/-- und WT-
Mäusen durchflusszytometrisch charakterisiert. Während keine Unterschiede im 
prozentualen Anteil der CD8+ T-Zellen im Kolon festgestellt werden konnten (Abb. 4-
11, A), zeigte sich unabhängig von der bakteriellen Infektion, anhand der reduzierten 
CD62L und erhöhten CD69 Expression, eine signifikant stärkere Aktivierung der CD8+ 
T-Zellen in Ceacam1-/--Tieren im Vergleich zu den WT-Kontrollen. Interessanterweise 
wiesen CD8+ T-Zellen, im Gegensatz zu den CD4+ T-Zellen, eine gesteigerte 
Aktivierung als Reaktion auf den bakteriellen Stimulus auf. Dies wird vor allem anhand 
der signifikant zunehmenden Mean fluorescence intensity (MFI) von CD69 in der 
infizierten Ceacam1-/--Gruppe deutlich (Abb. 4-11; B-D).  
Ähnlich verhielt es sich in Bezug auf ihre zytotoxische Kapazität, gemessen anhand 
der Expression von Granzym B (GrzB). So zeigten CD8+ T-Zellen aus Ceacam1-/--
Mäusen eine konstitutive GrzB-Expression im Gegensatz zu den CD8+ T-Zellen aus 
WT-Mäusen, die als Reaktion auf die bakterielle Infektion ihre GrzB-Expression 




Abbildung 4-11: Das CD8+ Effektor-T-Zell-Kompartiment in Ceacam1-/-- Mäusen. Nach der Isolation der Lamina Propria 
Lymphozyten aus CR infizierten und gesunden Ceacam1-/--oder WT-Tieren erfolgte die durchflusszytometrische 
Charaktersierung des CD8+ T-Zellkompartimentes. A) Prozentualer Anteil der CD8+ T-Zellen der Lamina Propria. B) Expression 
von CD62L auf CD8+ T-Zellen. C) Expression des Aktivierungsmarkers CD69 auf CD8+ T-Zellen. D) Mean fluorescence itensity 
(MFI) des Aktivierungsmarkers CD69 auf CD8+ T-Zellen. E) Zytotoxische Kapazität von CD8+ T-Zellen gemessen über GrzB in 
der Lamina Propria. Die statistischen Signifikanzen wurden über den Student’s T-test und den One-Way Anova mit 
anschließender Bonferroni-Korrektur berechnet (*: p < 0,05; **: p< 0,05; *** p< 0,001). Im Balkendiagramm sind die 
Mittelwerte als ± SEM von n = 6-10 Tieren aus drei unabhängigen Infektionsversuchen dargestellt. CR: Citrobacter rodentium; 
PBS: physiologische Kochsalzlösung; WT: Wildtyp; CC1-/-: Ceacam1-/-; dpi.: days post-infection. 
 
 
Neben den Effektor-Funktionen zur Abwehr schädlicher Antigene ist die Expression 
inhibitorischer Moleküle (z.B.: PD-1 und CTLA-4) ein wichtiger regulatorischer 
Mechanismus von T-Zellen, der im Allgemeinen der Prävention von überschießenden 
 77 
 
Immunreaktionen und den damit einhergehenden Gewebsschädigungen dient (vergl. 
Kap. 1.1.2.3) und (Liu und Lefrancois 2004). Dieser Regulationsmechanismus ist 
dabei vielfach für die zytotoxischen CD8+ T-Zellen in dem Kontext von viralen 
Infektionen beschrieben worden (Blackburn et al. 2008). Auf Grund des starken 
Phänotyps der Ceacam1-/-- Mäuse im Verlauf der C. rodentium induzierten Kolitis 
(Kap. 4.2) sollte geklärt werden, ob eine Fehlregulation der inhibitorischen Moleküle 
im CD8+ T-Zellkompartiment vorliegen könnte. Tatsächlich belegen sowohl die 
exemplarischen Dot-Plots für PD-1 und CTLA-4 als auch die Zusammenfassungen 
äußerst überzeugend eine veränderte Regulation der inhibitorischen Moleküle in 
Ceacam1-/- CD8+ T-Zellen als Reaktion auf die Infektion mit C. rodentium (Abb. 4-12, 
C-D). Weder für PD-1 noch für CTLA-4 konnte eine Induktion der inhibitorischen 
Moleküle in Folge der Infektion mit C. rodentium detektiert werden. Im Gegensatz dazu 
zeigten infizierte WT-Mäuse 10 dpi. eine signifikant erhöhte Expression sowohl für  
PD-1 als auch CTLA-4.  
Der höhere Aktivierungsgrad und vor allem die reduzierte Expression der inhibi-
torischen Moleküle PD-1 und CTLA-4 auf CD8+ T-Zellen von infizierten Ceacam1-/--
Mäusen im Verlauf der C. rodentium Infektion deuten auf eine dysfunktionale, hyper-






Abbildung 4-12: Expression inhibitorischer Moleküle von CD8+ T-Zellen. Nach der Isolation der Lamina Propria Lymphozyten 
aus CR-infizierten und gesunden Ceacam1-/-- oder WT-Tieren erfolgte die durchflusszytometrische Charakterisierung der 
inhibitorischen Moleküle. A) Exemplarischer Dot-Plot der PD-1 Expression von CD8+ T-Zellen der Lamina Propria. B) 
Graphische Zusammenfassung des prozentualen Anteils der PD-1+ Zellen von lebenden CD8+ T-Zellen der LPL. C) 
Exemplarischer Dot-Plot der CTLA-4 Expression von CD8+ T-Zellen der Lamina Propria. D) Graphische Zusammenfassung des 
prozentualen Anteils der CTLA-4+ Zellen von lebenden CD8+ T-Zellen der Lamina Propria. Die prozentualen Angaben beziehen 
sich auf die Gesamtpopulation lebender CD8+CD3+ T-Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM im Box und Whiskers 
Diagramm aus 5 unabhängigen Experimenten mit n= 21-9 Tieren. Die statistischen Signifikanzen wurden über den Student’s 
t-Test oder dem One-Way Anova mit anschließender Bonferroni-Korrektur berechnet (*** p< 0,001). CR: Citrobacter 
rodentium; ns: nicht-signifikant; PBS: physiologische Kochsalzlösung; WT: Wildtyp; CC1-/-: Ceacam1-/-; dpi.: days post-
infection. 
 
4.6 Analyse von Ceacam1-/- CD8+ T-Lymphozyten in vitro 
Auf Grund der Resultate im vorangegangenen Kapitel sollte die Funktionalität der 
CD8+ T-Zellen in Ceacam1-/--Mäusen detaillierter charakterisiert werden. Dazu wurden 
CD8+ T-Zellen aus der Milz von Ceacam1-/-- und WT-Mäusen isoliert, CFSE markiert 
und in vitro mit αCD3 stimuliert.  
Zuerst wurde die proliferative Kapazität der CD8+ T-Zellen über den Verlust der CFSE-
Markierung im Druchflusszytometer unter den genannten Versuchsbedingungen 
bestimmt. Über den Versuchszeitraum von 3 Tagen konnten keine Unterschiede in der 
Proliferation zwischen den CD8+ T-Zellen aus Ceacam1-/-- und WT-Mäusen detektiert 
werden. Interessanterweise zeigte der zeitliche Verlauf der PD1 Expression, dass die 
CD8+ T-Zellen aus Ceacam1-/--Tieren zwar in der Lage sind die PD-1 Expression als 
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Antwort auf den T-Zell aktivierenden αCD3-Stimulus hoch zu regulieren, jedoch im 
Vergleich zu den CD8+ T-Zellen aus WT-Mäusen mit einer zeitlichen Verzögerung. 
Während die CD8+ T-Zellen aus WT-Mäusen bereits nach 24 h eine deutliche PD-1 
Expression aufwiesen, zeigten die CD8+ T-Zellen aus Ceacam1-/- eine signifikant 
niedrigere Expression zum gleichen Zeitpunkt. Dieses Phänomen konnte auch 48h 
nach Stimulation der CD8+ T-Zellen aus Ceacam1-/-- Mäusen detektiert werden (Abb. 
4-13, B).  
Abbildung 4-13: In vitro Analyse von Ceacam1-/- CD8+ T-Zellen. Nach der Isolation der Splenozyten aus Ceacam1-/-- und WT-
Tieren wurden die CD8+ T-Zellen magnetisch angereichert und über den Zeitraum von 3 Tagen mit αCD3 [0,75 µg/ml] 
stimuliert. A) Proliferative-Kapazität von Ceacam1-/- CD8+ T-Zellen (Kap. 3.12.5). B) Zeitlicher Verlauf der PD-1 Expression von 
Ceacam1-/- CD8+ T-Zellen. Im Balkendiagramm sind die Mittelwerte als ± SEM von 2 unabhängigen Experimenten (n= 6-7) 
dargestellt. Die statistischen Signifikanzen wurden über den Student’s t-Test berechnet (*: p < 0,05; **: p< 0,05; *** p< 0,001). 
CR: Citrobacter rodentium; CFSE: Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester; PBS: physiologische Kochsalzlösung; WT: Wildtyp; 
CC1-/-: Ceacam1-/-; dpi.: days post-infection. 
 
 
Neben der durchflusszytometrischen Analyse wurden auch hier die Konzentrationen 
der sezernierten Zytokine in den Zellkulturüberständen als Indikator für die  
T-Zellaktivität über die Luminex-Technologie bestimmt (Kap. 3.11.8). Die Messungen, 
zusammengefasst in Abb. 4-14, zeigen anschaulich eine höhere Konzentration der 
pro-inflammatorischen Zytokine IL-6, IL-17A und TNF-α im Zellkulturüberstand der 
stimulierten CD8+ T-Zellen aus Ceacam1-/--Tieren im Vergleich zu CD8+ T-Zellen aus 
WT-Mäusen. Im Gegensatz dazu lag die Konzentrationen des anti-inflammatorischen 
Zytokins IL-10 in beiden Gruppen auf einem vergleichbaren Niveau (Abb. 4.14, D). Bei 
näherer Betrachtung des IL-6 Profils konnte eine kontinuierlich zunehmende 
Konzentration bis hin zu 1478 ± 125,2 pg/ml bei den CD8+ T-Zellen aus Ceacam1-/--
Mäusen verglichen mit 569,8 ± 85,52 pg/ml der CD8+ T-Zellen aus WT-Mäusen 
detektiert werden. In Gegensatz dazu konnte eine IL-17A Sekretion erst nach 
dreitägiger Stimulation detektiert werden. Dabei wurde eine im Vergleich zum WT 
(981,5 ± 212,2 pg/ml) deutlich höhere Endkonzentration (3550 ± 1369 pg/ml) der  
IL-17A Sekretion in CD8+ T-Zellen aus Ceacam1-/--Mäusen festgestellt. Des Weiteren 
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wurde für das pro-inflammatorische Zytokin TNF-α im Gegensatz zu den anderen von 
CD8+ T-Zellen aus Ceacam1-/--Mäusen produzierten Zytokinen sehr früh sezerniert, 
da bereits 24h nach der Stimulation eine deutliche TNF-α Konzentration (95,87 ± 15,32 
pg/ml) in den Zellkulturüberständen verglichen mit den WT CD8+ T-Zellen (52,04 ± 
6,59 pg/ml) messbar war. Im zeitlichen Verlauf gleichen sich die Konzentrationen in 
beiden Gruppen hingegen auf ein ähnliches Niveau von im Mittel ~200 pg/ml an.  
 
Abbildung 4-14: In vitro Zytokinprofil von stimulierten Ceacam1-/- CD8+ T-Zellen. Die isolierten und angereicherten 
Splenozyten, wurden wie für Abb.4 13 beschrieben behandelt. Parallel wurden die Zellkulturüberstände wie angegeben 
täglich entnommen, um die Zytokinproduktion im zeitlichen Verlauf analysieren zu können. A) IL-6. B) IL-17A. C) TNF-a.  
D) IL-10. Im Balkendiagramm sind die Mittelwerte als ± SEM von 2 unabhängigen Experimenten (n= 6-7) dargestellt. Die 
statistischen Signifikanzen wurden über den Student’s t-Test berechnet (**: p< 0,05). CR: Citrobacter rodentium; CFSE: 
Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester PBS: physiologische Kochsalzlösung; WT: Wildtyp; CC1-/-: Ceacam1-/-; days p.s.: days 
post-stimulation. 
 
Insgesamt deuten die bisherigen Resultate der in vivo und in vitro Analysen auf einen 
grundsätzlich hyper-inflammatorischen Charakter der CD8+ T-Zellen in Ceacam1-/--
Mäusen hin.  
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4.7 Depletion von CD8+ T-Lymphozyten in Ceacam1-/--Mäusen führt zu 
einer reduzierten Pathologie nach Infektion mit Citrobacter 
rodentium 
Die bisherigen Ergebnisse lassen auf die Hypothese schließen, dass C. rodentium in 
infizierten Ceacam1-/--Mäusen eine unkontrollierte CD8+ T-Zellantwort induzieren 
könnte, die in einer massiven Kolon-Pathologie resultiert. Um diese Hypothese zu 
testen, wurden WT- und Ceacam1-/--Mäuse mit C. rodentium infiziert und gleichzeitig 
in zwei Versuchsgruppen eingeteilt. In eine Gruppe dessen CD8+ T-Zellkompartiment 
durch die Applikation eines monoklonalen αCD8 Antikörpers depletiert wurde und eine 
in denen keine Depletion erfolgte. Um eine erfolgreiche Depletion der CD8+-
Lymphozyten zu bestätigen, wurden Zellsuspensionen der unterschiedlichen Organe 
zum Zeitpunkt der Analyse (10 dpi.) durchflusszytometrisch untersucht. Wie 
exemplarisch im Dot-Plot, sowie aus der graphischen Zusammenfassung ersichtlich 
ist, konnte eine effiziente Depletion mit einem mittleren prozentualen Anteil von  
0,37 % an CD8+ T-Zellen im Vergleich zu 11 % der unbehandelten Gruppen, bestätigt 
werden (Abb. 4-15 A und B). 
 
Abbildung 4 15: Einfluss von CD8+ T-Zellen in Ceacam1-/--Tieren während einer bakteriellen Infektion. Das CD8+ T-
Zellkompartiment von Ceacam1-/-- und WT-Tieren wurde, wie in Kap.3.13.2 beschrieben, mit einem αCD8 Antikörper 
während der Infektion mit CR depletiert. A) Exemplarischer Nachweis der Depletion von CD8+ T-Zellen über 
Durchflusszytometrie. B) Zusammenfassende Graphik der Depletion im Kolon, mLN und der Milz. Im Balkendiagramm sind 
die Mittelwerte als ± SEM angegeben. CR: Citrobacter rodentiu; WT: Wildtyp; CC1-/-: Ceacam1-/-; dpi.: days post-infection. 
 
 
Zunächst wurden die Auswirkungen der CD8+ T-Zell-Depletion auf die bakterielle Last 
im Faeces der Tiere 10 dpi untersucht. Wie in vorherigen Experimenten bereits 
gezeigt, konnte erneut eine erhöhte KBE im Faeces infizierter Ceacam1-/--Tiere 
bestätigt werden, allerdings hatte die Depletion der CD8+ T-Zellen keinen Einfluss auf 
die KBE im Faeces der beiden Gruppen im Vergleich zu jenen die keinen Antikörper 
 82 
 
erhielten (Abb. 4-16, A). Interessanterweise fällt auf, dass das Milzgewicht eine 
rückläufige Tendenz in der Ceacam1-/- und αCD8-AK behandelten Gruppe (218,8 ± 
31,85 mg) im Vergleich zu den unbehandelten Ceacam1-/--Tieren (272,2 ± 42,03 mg) 
aufwies (Abb. 4-16, B). In Übereinstimmung dazu zeigten auch die histologischen 
Parameter, wie die Kryptlängen, ein signifikant rückläufiges Verhalten in Folge der 
αCD8-AK Behandlung von Ceacam1-/--Tieren (von initial 264 ± 9,88 μm auf 224,1 ± 
13,33 μm; Abb. 4-16, C). Auch das Verhältnis vom Kolongewicht- zur Länge, zeigte 
eindeutig ein signifikant reduziertes Verhältnis von 6,19 ± 0,20 mg/mm auf 4,73 ± 0,35 
mg/mm bei den Ceacam1-/--Tieren die αCD8-AK Injektionen erhalten haben (Abb. 4-
16, D). Im Gegensatz dazu konnte kein Einfluss der αCD8-Antikörper Behandlung in 
der WT-Kontrollgruppe festgestellt werden.  
 
Abbildung 4 16: Einfluss von CD8+ T-Zellen in Ceacam1-/--Tieren auf die Pathologie während einer bakteriell induzierten 
Kolitis. Die markroskopischen Parameter wurden 10 Tage nach der Infektion mit CR aufgenommen. A) Zeigt die KBE/g Feaces 
in logarythmischer Darstellung im Balkendiagramm. B) Milzgewicht der Ceacam1-/--WT Tiere in Vergleich zu den αCD8 
behandelten Gruppen. C) Histologische chrakterisierung der Kryptlänge. D) Angabe des Verhältnisses vom Kolon-Gewicht zur 
Länge. Angeben sind die Mittelwerte als ± SEM aus 2 unabhängigen Versuchen (n=7-10). Die statistischen Signifikanzen 
wurden über den Student’s t-Test oder den One-Way Anova mit anschließender Bonferroni-Korrektur berechnet (*: p < 0,05; 




Zusammenfassend zeigen die beschriebenen Ergebnisse, dass die Defizienz von 
CEACAM1 in CD8+ T-Zellen einen hyperinflammatorischen Phänotyp induziert. Im 
Modell der bakteriell-induzierten Kolitis durch C. rodentium scheinen diese hyper-
reaktiven T-Zellen keinen Einfluss auf die bakterielle Last zu haben, aber für die 




Der Gastrointestinaltrakt (GI) stellt das größte zusammenhängende mukosale Gewebe 
im menschlichen Organismus dar. Auf Grund seiner Funktion, die in der Verdauung 
und Resorption von Nahrungsbestandteilen liegt, ist der GI fortlaufend Bestandteilen 
der Umwelt (z.B.: Nahrungsmittelantigenen und Pathogenen) und einer komplexen 
Vielfalt an Mikroorganismen ausgesetzt, die einzig über das intestinale Epithel von 
dem restlichen Organismus separiert werden (Blikslager et al. 2007; Podolsky 1999). 
Daher sind vor allem in diesem sensiblen System biochemische, mechanische und 
immunregulatorische Mechanismen für den Erhalt der intestinalen Homöostase von 
zentraler Bedeutung (vergl. Kap. 1.1.1 und 1.1.2).  
Von den Mitgliedern der großen Familie der Carcinoembryonalen Antigene (CEA), 
weist CEACAM1 das breiteste Expressionsprofil im Wirbeltierorganismus auf. In den 
letzten 50 Jahren seit seiner Entdeckung konnte CEACAM1 in diversen Epithelien und 
Endothelien aber auch in Zellen des Immunsystems nachgewiesen werden, so auch 
im intestinalen Epithel, zuletzt von Leung und Zalazali gezeigt (Leung et al. 2006b; 
Zalzali et al. 2008). In Einklang mit vorangegangen Studien konnte auch in der 
vorliegenden Arbeit eine konstitutive Expression von CEACAM1 in den apikalen, dem 
Lumen zugewandten Bereichen über fluoreszenzmikroskopische Analysen gezeigt 
werden (Abb. 4.1, B). Ferner wurde eine differentielle Expression von CEACAM1 
sowohl auf CD4+ als auch CD8+ T-Zellen unter Homöostase in C57BL/6-Mäusen (WT-
Mäusen) in Übereinstimmung mit der Literatur nachgewiesen (Abb. 4.1, A und C) (Yu 
et al. 2006; Möller et al. 1996; Kammerer et al. 1998). Resultierend aus diesen initialen, 
deskriptiven Ergebnissen wurde in dieser Arbeit erstmals die Rolle von CEACAM1 in 
dem physiologischen Mausmodell der Citrobacter rodentium (C. rodentium) 
induzierten Kolitis untersucht (Kap. 1.4.1). Die Infektion von CEACAM1-defizienten 
Tieren mit C. rodentium führte dabei im Vergleich zur Infektion von WT-Tieren zu einer 
stärkeren Kolonisierung des intestinalen Epithels, das in einer massiv verstärkten 
Pathophysiologie mit systemischem Verlauf mündete (Abb. 4-4, A-D). Der schwere 
Infektionsverlauf lässt auf eine regulatorische Funktion von CEACAM1 in der Abwehr 
von pathogenen Mikroorgansimen im intestinalen Epithel schließen, die sowohl über 
die Modulation der intestinalen Permeabilität, als auch des intestinalen Immunsystems 
induziert werden könnte. Diese Hypothese konnte im Rahmen der Arbeit durch 
Infektionsexperimente mit Knochenmarkchimären unterstützt werden, die belegen, 
dass sowohl das hämatopoetische als auch das nicht-hämatopoetische Kompartiment 
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an der erhöhten Suszeptibilität der C. rodentium Infektion in CEACAM1-defizienten 
Tieren beteiligt sind. Es konnte gezeigt werden, dass vor allem die systemische 
Verbreitung von C. rodentium anhand der Kolonisierung der Leber vom 
hämatopoetischen Kompartiment vermittelt, die pathologische Veränderung der Milz 
hingegen, vermutlich ein Resultat des nicht-hämatopoetischen Kompartimentes sein 
könnten (Abb. 4-7, C und D). Weiterhin konnte in WT-Mäusen als Reaktion auf den 
bakteriellen Stimulus keine Induktion von CEACAM1 auf Protein-oder mRNA-Ebene 
festgestellt werden (Abb. 4-2). In Übereinstimmung mit diesen Resultaten wiesen in 
vitro Studien von Ou und Kollegen mit Hilfe der Kolonkarzinom Zelllinien T84 und 
Caco-2 keine Induktion humaner CEACAM-Proteine als Reaktion auf bakterielle 
Stimuli, wie zum Beispiel Escherichia coli oder Salmonella typhimurium, auf mRNA-
Ebene nach (Ou et al. 2009). Dabei scheint eine Induktion jedoch abhängig von der 
jeweiligen Bakterien-Spezies zu sein, denn es konnte in Zusammenhang mit der 
Erkrankung COPD im Jahr 2013 in der Gruppe um Klaile und Kollegen eine erhöhte 
Expression von hCEACAM1 in Folge von Neissiria jedoch keine von hCEACAM5 und 
6 als Reaktion auf Moraxella catarhallis über immunohistochemische Analysen 
nachgewiesen werden (Klaile et al. 2013) 
5.1 CEACAM1 und die Regulation der intestinalen Permeabilität 
Studien von Guttman und Kollegen belegten bereits, dass die Infektion mit  
C. rodentium zu Veränderungen der intestinalen Permeabilität in Regionen der 
direkten Penetration der IEZ führt, die vornehmlich die Formation der TJs betreffen 
(Guttman et al. 2006a; Guttman et al. 2006b). Anhand von immunohistochemischen 
Analysen konnten sie eine C. rodentium vermittelte Reorganisation von Claudin 1, 3 
und 4 nachweisen (Guttman et al. 2006a). Die intestinale Barriere zeigt auch im 
humanen System v.a. in CED-Patienten eine erhöhte Durchlässigkeit. Dabei gibt es 
unterschiedliche Theorien, ob eine erhöhte intestinale Permeabilität ein primärer oder 
sekundärer Faktor in der Ätiologie von CED sein könnte und weitere Studien sind 
dringend erforderlich, um diesen Aspekt näher zu untersuchen (vergl. Kap. 1.3.1.2) 
(Benjamin 2008; Hollander et al. 1986; Teahon et al. 1992). In der vorliegenden Arbeit 
wurde eine erhöhte Permeabilität sowohl in gesunden Ceacam1-/--Tieren als auch in 
C. rodentium infizierten Tieren festgestellt (Abb. 4-8, A und B). Zusätzlich zeigen 
Ceacam1-/--Tiere eine höhere systemische Verteilung der Bakterien im Organismus, 
in dessen Folge eine erhebliche Kolonisierung der Leber erfolgte (Abb. 4-4, B). TJs 
regulieren die parazelluläre Permeabilität hauptsächlich über zwei Transportrouten. 
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Zum einen über den leak-pathway, der einen Transport von größeren Soluten wie 
Proteinen oder bakteriellen Bestandteilen (z.B. Lipopolysacchariden, LPS) 
ladungsunabhängig ermöglicht. Zum anderen können kleine Bestandteile wie 
Elektrolyte ladungsabhängig über den Pore-Pathway zwischen den einzelnen 
Epithelzellen transportiert werden (Anderson und van Itallie 2009). Untersuchungen im 
Modell der EPEC-induzierten Kolitis konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass 
die Bakterien möglicherweise über eine Reorganisation der TJs die intestinale Barriere 
überwinden können (Li et al. 2008). Auch die lokalen Veränderungen des Zytokin-
Milieus, wie zum Beispiel in den ansteigenden Konzentrationen von TNF-α oder aber 
IFN-γ, in Abb. 4-6, B und C zusammengefasst, weisen in der vorliegenden Arbeit auf 
eine erhöhte Durchlässigkeit des intestinalen Epithels in Folge einer Reorganisation 
der TJs hin. So sind diese Zytokine als charakteristisches Merkmal einer aktiven CED 
in Verbund mit einer erhöhten Permeabilität beschrieben worden (Chen und Sundrud 
2016). Wichtige strukturelle Bestandteile von TJs sind Mitglieder der Claudin Protein-
Familie. Derzeit sind 26 Mitglieder im menschlichen Organismus beschrieben (Garcia-
Hernandez et al. 2017). Für viele Claudine konnte dabei ein gewebsspezifisches 
Expressionsprofil festgestellt werden (Milatz et al. 2010). Die Zusammensetzung der 
unterschiedlichen Claudine innerhalb der TJs ist sehr spezifisch und variabel, worüber 
sie maßgeblich die Eigenschaften der intestinalen Permeabilität regulieren. Es können 
abdichtende und durchlässige Claudin-Verbindungen voneinander unterschieden 
werden (Zeissig et al. 2007). Claudin-3 wird in vielen unterschiedlichen Epithelien, vor 
allem aber dem Kolon, exprimiert und zählt zu den abdichtenden Claudinen (Capaldo 
und Nusrat 2015). Kürzlich konnten Studien zeigen, dass eine Überexpression von 
Claudin-3 in vitro zu einer verringerten intestinalen Permeabilität beitragen kann. Dies 
geschieht vermutlich über die Reduktion von diskontinuierlichen TJ-Formationen 
(Milatz et al. 2010). Auch in dem Modell der C. rodentium induzierten Kolitis konnten 
Guttman und Kollegen über immunohistochemische Untersuchungen eine 
Reorganisation der TJs zeigen, wobei dieser Effekt vermutlich unabhängig von der 
Expression von Claudin-3 auftrat (Guttman et al. 2006). Auch in den Untersuchungen 
im Rahmen dieser Arbeit konnte zwischen CEACAM1-defizienten und WT-Tieren 
keine Veränderung in der Expression von Claudin-3 auf mRNA-Ebene detektiert 
werden (Abb. 4-9, A). Um in anschließenden Experimenten im Modell der  
C. rodentium induzierten Kolitis detaillierteren Einblick in die TJ-Formation zu 
bekommen, könnten beispielsweise weiterführende Untersuchungen von Claudin-2 
von Interesse sein, da es im humanen wie auch murinen System ein breites 
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Expressionsprofil aufweist und ebenfalls zu den abdichtenden Claudinen gehört. 
Claudin-2 hat auch eine klinische Bedeutung für das Krankheitsbild der chronisch-
entzündlichen Darmerkrankungen (CED). So wurde in Morbus Chron (MC) Patienten 
oder über in vitro Studien durch die Stimulation von TNF-α eine erhöhte Claudin-2 
Expression detektiert. Als Resultat wurde ein erhöhter Kationen-Fluss verbunden mit 
einer leak-flux Diarrhöe sowie diskontinuierlicher TJ-Formation beschrieben (Zeissig 
et al. 2007). Auch in Zusammenhang mit Proteinen der CEA-Superfamilie zeigten 
Studien, durchgeführt an CEABAC10-Mäusen, die transgen für humanes CEACAM3, 
5, 6 und 7 sind, eine Kolonisierung von adherent-invasiven E. coli Bakterien (AIEC) 
über eine erhöhte Expression von Claudin-2 (Carvalho et al. 2009). In dieser Studie 
konnte eine erhöhte Translokation von Fluorescein-markierten Dextran-Beads in 
AIEC-infizierten CEABAC10-Mäusen detektiert werden, die auf eine diskontinuierliche 
Funktion von TJs am Zusammenhalt der physikalischen Barriere des intestinalen 
Epithels hinweisen (Denizot et al. 2012). Ferner zeigen MC Patienten in Phasen der 
Remission eine abnormale Expression von CEACAM6, die kurz vor Einsetzen eines 
erneuten Entzündungsschubes deutlich ansteigt (Barnich et al. 2007). 
Die Funktion von Occludin bei der Regulation der intestinalen Permeabilität wird bis 
heute kontrovers diskutiert. Über In vitro und in vivo Analysen wurde bereits gezeigt, 
dass eine proteolytische Spaltung von Occludin in einer erhöhten parazellulären 
Permeabilität resultieren kann (Wan et al. 1999). In Kontrast dazu weisen Occludin-
defiziente Tiere eine normale Anordnung und Verteilung der TJs und damit eine 
funktionale intestinale Permeabilität auf (Schulzke et al. 2005). Während der  
C. rodentium induzierten Kolitis konnte im Rahmen dieser Arbeit kein verändertes 
Expressionsprofil von Occludin in Folge der CEACAM1-Defizienz nachgewiesen 
werden, sodass abschließend auch hier weitere Untersuchungen erfolgen müssten.  
Die Zona cculdens Proteine (ZO), dienen in erster Linie der korrekten Verankerung der 
TJs im intestinalen Epithel, indem sie den Kontakt zum Aktin-Cytoskelett vermitteln 
(Poritz et al. 2007). Interessanterweise wurde im Verlauf einer DSS-Kolitis eine 
Abnahme der ZO-1 Expression, einhergehend mit einer erhöhten intestinalen 
Permeabilität, bereits vor den ersten histologischen Veränderungen, nachgewiesen 
(Poritz et al. 2007). Diese Ergebnisse stehen in starkem Kontrast zu den hier 
erhobenen Daten, in denen weder für ZO-1 noch für ZO-2 auf mRNA-Ebene eine 
Regulation im Modell der bakteriell-induzierten Kolitis festzustellen war (Abb. 4-9, C 
und D). Ein möglicher Erklärungsansatz könnte in der Vielfältigkeit der unter-
 88 
 
schiedlichen TJ-Proteine zu finden sein, so dass ein Screening weiterer Proteine eine 
vielversprechende Ergänzung sein könnte. Post-transkriptionelle Veränderungen 
könnten ebenfalls für das Modell der C. rodentium induzierten Kolitis von 
entscheidender Bedeutung sein und möglicherweise bei Ceacam1-/--Tieren die 
erhöhte Permeabilität des intestinalen Epithels erklären.  
Direkt unterhalb der apikal gelegenen TJs befindet sich ein weiterer Proteinkomplex, 
bekannt als AJ. Neben ihrer Funktion Zell-Zell Verbindungen in der lateralen Membran 
zu vermitteln, halten sie die Zellpolarität aufrecht, regulieren die Migration und 
Proliferation von intestinalen Epithelzellen und unterstützen die Formierung weiterer 
Zell-Zell Verbindungen, wie z.B. Desmosomen (vgl. Kap. 1.1.1). Das zentrale 
Transmembranprotein von AJs ist Epithelial-Cadherin (E-Cadherin). Intrazellulär agiert 
die cytoplasmatische Domäne von E-Cadherin mit ß-Catenin oder p120-Catenin und 
vermittelt darüber den Kontakt mit dem Zyotoskelett über Aktin und Aktin-assoziierte 
Proteine (Han und Yap 2012). E-Cadherin wurde vielfach mit einer erhöhten 
intestinalen Permeabilität, in Folge seiner reduzierten Expression entlang von 
Ulzerationen im Kontext von CED, beschrieben (Karayiannakis et al. 1998). In der 
vorliegenden Arbeit konnte hingegen keine Reduktion, sondern eine Induktion von  
E-Cadherin in Ceacam1-/--Tieren detektiert werden (Abb. 4-9, E). Eine erhöhte  
E-Cadherin Expression kann auf aktive Regenerationsmechanismen in Ceacam1-/--
Tieren hinweisen, um den extensiven Gewebsschäden entgegenzuwirken (Hwang et 
al. 2012). In Übereinstimmung mit dieser Hypothese konnten Studien im Jahr 2015 
belegen, dass im Zuge einer DSS-induzierten Kolitis, das Regenerationsvermögen von 
Caco-2 Zellen durch exogen appliziertes CEACAM1 signifikant verbessert werden 
konnte und den Zusammenhalt des intestinalen Epithels positiv beeinflusste (Jin et al. 
2016). Daher könnte E-Cadherin möglicherweise in zukünftigen Experimenten als 
zusätzlicher Parameter für die Intensität einer bakteriell-induzierten Kolitis dienen. 
Sowohl für AJ als auch TJ, die zusammen den apical-junctional-Komplex bilden, sind 
Prozesse der Internalisierung über Endozytose beschrieben. Bei diesen post-
transkriptionellen Modifikationen kann zwischen physiologischer Internalisierung 
(Matsuda et al. 2004; Izumi et al. 2004; Le et al. 1999), selektiver Internalisierung von 
TJ-Proteinen oder aber Internalisierung beider Proteinkomplexe unterschieden 
werden (Naydenov et al. 2012). Die beiden zuletzt genannten haben Auswirkungen 
auf die Organisation des intestinalen Epithels und dem Folgend auf die intestinale 
Permeabilität. Dieses Phänomen könnte die konstante Expression der analysierten TJ-
 89 
 
Proteine auf mRNA-Ebene, entgegen der beschriebenen Resultate, erklären. Daher 
sind anschließende fluoreszenzmikroskopische Analysen denkbar, um Einblicke in die 
Lokalisation der AJK-bildenden Proteine im intestinalen Epithel von Ceacam1-/--Tieren 
im Vergleich zu WT-Kontrollen zu erhalten. Des Weiteren sind Prozesse der 
Internalisierung über Endozytose vermittelt und unter dem Begriff Restitution bekannt. 
Dieser dynamische Prozess ist Zytokin-vermittelt, wobei hauptsächlich TGF-ß und 
CXCL12 eine Rolle in der lateralen Lokalisation von E-Cadherin zu besitzen scheinen 
(Hwang et al. 2012).  
Des Weiteren ist das intestinale Epithel von einer viskosen Muzin-Schicht bedeckt, in 
der neben diversen Muzin-Glykoproteinen, sIgAs auch AMPs gelöst vorliegen (Kap. 
1.1.1). AMPs, dienen der Abwehr von Pathogenen. Zu bekannten AMPs zählen α und 
β- Defensine, Cathelicidine und Lysozyme (Lai und Gallo 2009). Defensine werden im 
murinen und humanen Organismus von intestinalen Paneth-Zellen sezerniert, die 
vornehmlich im Dünndarm zu finden sind, jedoch auch einen geringen Anteil der 
spezialisierten Epithelzellen im Kolon ausmachen (Tanaka et al. 2001). Mechanistisch 
formen α-Defensine Mikroporen in der bakteriellen Zellwand und führen letztendlich 
zum Zelltod. Ferner sind α-Defensine im intestinalen Milieu stabil gegenüber 
proteolytischer Spaltung, so konnte funktionelles α-Defensin auch im Kolon 
nachgewiesen werden (Mastroianni und Ouellette 2009). Im humanen GI sind 
hauptsächlich α-Defensin 5 (HD5) und HD6 beschrieben worden (Wehkamp et al. 
2005). Im Mausorganismus werden α-Defensine, auch unter dem Begriff Cryptdine 
zusammengefasst. Die Resultate der vorliegenden Arbeit zeigen eine signifikante 
Reduktion von α-Defensin 5 in Ceacam1-/--Tieren als Reaktion auf die C. rodentium 
induzierte Kolitis. Diese könnte möglicherweise den Kontakt zwischen den Bakterien 
und den IEZ erleichtern und die Zunahme der intestinalen Permeabilität erklären  
(Abb. 4-9, G). Mechanistisch induziert die Metalloproteinase-7 (MMP7) Kon-
formationsänderungen der inaktiven pro-α-Defensine in funktionelle α-Defensine. 
Studien im Mausmodell konnten zeigen, dass MMP7-/--Mäuse ohne funktionelle  
α-Defensine anfälliger für eine DSS-induzierte Kolitis sind (Shi et al. 2007). 
Interessanterweise sind Mäuse, die transgen für das humane α-Defensin 5 (HD5) sind, 
resistent gegenüber einer S. typhimurum Infektion (Salzman et al. 2003). Des Weiteren 
zeigen Mäuse denen exogen HD5 appliziert wurde eine reduzierte Mortalität 
gegenüber einer DSS-induzierten Kolitis (Ishikawa et al. 2010). Generell ist ein 
Mechanismus denkbar, in dem auf Grund der fehlenden CEACAM1 Expression die 
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Sekretion von α-Defensin 5 beeinträchtigt wird, die wiederum einen höheren Kontakt 
zwischen intestinaler Barriere und Kommensalen bzw. Pathobionten begünstigen 
könnte. Als Konsequenz wäre eine erhöhte intestinale Permeabilität denkbar, die 
letztlich in einer höheren Pathologie, induziert durch massive Immunreaktionen, endet. 
Auf Grund der Expression von CEACAM1 auf der apikalen Oberfläche von IEZ in 
direktem Kontakt zu der dichten inneren Muzin-Schicht, in der ebenfalls die 
antimikrobiellen α-Defensine lokalisiert sind, wäre ferner eine Funktion von CEACAM1 
als antimikrobielles Peptid bzw. der Regulation der intestinalen Kolonisierung denkbar 
(Leusch et al. 1991; Sauter et al. 1993). Für diese Hypothese spricht die Expression 
von hCEACAM5 und hCEACAM6 zusammen mit Muzin-Glykoproteinen durch Goblet-
Zellen (Hammarstrom und Baranov 2001). Des Weiteren ist bekannt das CEACAM1 
neben hCEACAM3, hCEACAM5 und hCEACAM6 als Pathogenrezeptoren fungieren 
können. So nutzen zum Beispiel Opa-exprimierende Neisseria, kommensale 
Neisseria-Spezies oder Heamophilus influenzae Viren die Bindung an CEA-Proteine, 
um das Immunsystem des Wirtes zu umgehen und eine Kolonisierung zu erleichtern 
(Virji et al. 1999; Virji et al. 2000; Billker et al. 2000; Muenzner et al. 2000). Ein 
interessanter Aspekt ist ebenfalls der Einfluss des Immunsystems auf die intestinale 
Permeabilität. So ist bekannt, dass die pro-inflammatorischen Zytokine IFN-γ und TNF-
α die intestinale Barriere vornehmlich über die Reorganisation von TJ-Proteinen 
schwächen können (Ou et al. 2009; Bruewer et al. 2003). Eben diese Zytokine 
induzieren hingegen im genetisch unveränderten Organismus die Expression von 
CEACAM1, in dessen Zuge die Kolonisierung einiger Bakterien erleichtert wird. Dies 
könnte jedoch auch ein potenzieller Schutz- bzw. Abwehrmechanismus gegen noch 
unbekannte Bakterien sein. Des Weiteren wurde gezeigt, dass im Zuge einer 
bakteriellen Infektion hCEACAM3 exprimierende Neutrophile die Phagozytose von 
Opa-exprimierenden Bakterien bewerkstelligen (Sarantis und Gray-Owen 2007). 
Ebenso wurde für hCEACAM1 beschrieben, dass es indirekt über die Induktion einer 
oxidativen Stressreaktion in Neutrophilen eine Abwehr der Bakterien induzieren kann 
(Muenzner et al. 2008).   
5.2 CEACAM1 und das adaptive Immunsystem 
In diesem Kapitel wird der Einfluss von CEACAM1 auf das adaptive Immunsystem 
diskutiert, wobei der Fokus primär auf das T-Zellkompartiment gelegt wird. Bereits seit 
langem ist bekannt, dass CEACAM1 im Zuge einer CED erhöht exprimiert wird. Ferner 
wird ihm eine zentrale Rolle bei der Tumorgenese zugeschrieben u.a. auch von 
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Kolonkarzinomen (Kap. 1.2.1) (Leung et al. 2008; Horst und Wagener 2004; Zhou et 
al. 2017). In beiden Krankheitsbildern übernimmt das adaptive Immunsystem eine 
zentrale Rolle bei der Pathogenese. Charakteristisch für eine aktive CED ist zum 
Beispiel der Toleranzverlust gegenüber der kommensalen Mikroflora, gefolgt von einer 
disruptiven Reaktion des intestinalen Immunsystems. Dabei konnten vor allem CD4+ 
T-Effektorzellen des Th1 und Th17 Subtyps, die in die intestinale Mukosa einwandern, 
beschrieben werden (Neurath 2014). Auch das physiologische Modell der  
C. rodentium induzierten Kolitis ist von einer starken CD4+ T-Zellantwort geprägt (Kap. 
1.4.1) (Lis M. Higgins et al. 1999; Symonds et al. 2009). 
Im Speziellen induziert die Infektion mit dem gram-negativen nicht-invasiven 
Mauspathogen ein Th1 Zytokin-Milieu, charakterisiert über eine erhöhte IL-1, TNF-α, 
IL-12 und IFN-γ Signatur (Lis M. Higgins et al. 1999). Des Weiteren konnten später 
Symonds und Kollegen anhand des erhöhten TNF-α, IL-6 und IL-17A Zytokinprofils, 
bei gleichzeitig reduziertem IL-4 Level, eine Induktion der Th17-Zellen zum Zeitpunkt 
der maximalen bakteriellen Belastung zeigen (Symonds et al. 2009). Auch in der 
vorliegenden Arbeit konnte eine starke Induktion von Th1 und Th17-Zellen, gemessen 
anhand der erhöhten Expression von IFN-γ und IL-17A detektiert werden. (Abb. 4-10, 
B-E). Der Vergleich zwischen infizierten Ceacam1-/- - und WT-Tieren, zeigte zum 
Zeitpunkt der Peak-Infektion jedoch keine Unterschiede in der CD4+ Effektor-T-Zell-
vermittelten Immunantwort zwischen Ceacam1-/-- und WT-Mäusen, sodass ein 
funktionelles Kompartiment von CD4+ T-Zellen auch in Abwesenheit von CEACAM1 
im C. rodentium induzierten Kolitis-Modell angenommen werden kann. CEACAM1 wird 
sowohl im humanen als auch im Mausorganismus als einziges Mitglied der CEA-
Familie nach Aktivierung des TZR-CD3 Komplexes von CD4+ und CD8+  
T-Zellen exprimiert (Kammerer et al. 1998; Möller et al. 1996; Morales et al. 1999; 
Nakajima et al. 2002). Bisherige Studien der adaptiven Immunantwort wurden im 
Mausmodell der chemisch-induzierten Kolitis durchgeführt und beschäftigten sich auf 
Grund ihrer zentralen Rolle im Krankheitsbild der CED, primär mit der Analyse des 
CD4+ T-Zellkompartimentes. Während der Hapten-induzierten Kolitis, sowohl im 
TNBS- als auch im Oxazolone Modell, übernimmt CEACAM1 vermutlich die Funktion 
eines co-inhibitorischen Rezeptors. Dabei wurde gezeigt, dass die homophile 
Interaktion von CEACAM1, experimentell durch die Verwendung eines monoklonalen 
anti-CEACAM1 Antikörpers oder über ein Fc-Fusionsprotein nachgestellt, (beide 
spezifisch für die N-Domäne) vor allem die Sekretion von Th1-Zytokinen und Th1-
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vermittelten Signalwege inhibiert und damit zur Prävention der Immunpathologie 
führen könnte (Chen et al. 2004; Nagaishi et al. 2006). Des Weiteren zeigen die 
genannten Studien, dass diese Effekte durch die lange cytoplasmatische Domäne von 
CEACAM1 vermittelt werden. So induzierte der Transfer von naiven CD4+ T-Zellen in 
CEACAM1-L oder CEACAM1-4L überexprimierenden Mäusen keine Anzeichen einer 
Kolitis (Nagaishi et al. 2006). Generell zeigen diese Studien zusammen äußerst 
überzeugend den Einfluss von CEACAM1 auf das CD4+ T-Zellkompartiment.  
Neben CD4+ T-Zellen, wird die Expression von CEACAM1 auch auf der Oberfläche 
von intestinalen CD8+ T-Zellen in Folge ihrer Aktivierung induziert (Donda et al. 2000). 
Bezüglich der Funktion von CEACAM1 auf intestinalen CD8+ T-Zellen liegen bis heute 
nur wenige Studien vor. Bisherige Untersuchungen beschäftigten sich bisher 
hauptsächlich mit der Funktion von dysfunktionalen CD8+ T-Zellen (auch unter T-cell 
exhaustion bekannt) in Zusammenhang mit diversen Tumorerkrankungen. Dabei 
scheint die Expression von CEACAM1 auf zytotoxischen CD8+ T-Zellen abhängig vom 
Entwicklungsstadium der Tumore zu variieren. So weisen frühe Stadien von diversen 
Tumoren eine reduzierte Expression von CEACAM1 auf, wohingegen in späten 
Stadien von Adenomen und Karzinomen sowie metastasierenden Tumoren eine 
erhöhte Expression von CEACAM1 festgestellt werden konnte (Leung et al. 2006a; 
Ieda et al. 2011; Leung et al. 2008). 
In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals eine Induktion von CEACAM1 auf CD8+ T-
Zellen während der Infektion mit C. rodentium nachgewiesen werden (Abb. 4-2, D).  
Die folgenden Analysen weisen zusammen auf einen deutlich hyper-
inflammatorischen Phänotyp des CD8+ T-Zellkompartimentes in Abwesenheit von 
CEACAM1 im Mausorganismus hin. Im Detail weisen Ceacam1-/- CD8+ T-Zellen 
bereits unter homöostatischen Bedingungen eine erhöhte Expression von CD69 sowie 
GrzB im Vergleich zu WT-Mäusen auf (Abb.4-11, C und E). Dabei ist jedoch auf Grund 
der spezifischen Toleranzmechanismen im GI, durch die kontinuierliche Exposition mit 
Antigenen, generell eine höhere Expression des Aktivierungsmarkers CD69 
physiologisch, wie auch anhand der WT-Kontrollen deutlich wird (Radulovic und Niess 
2015). In Reaktion auf den bakteriellen Stimulus konnte in Übereinstimmung mit dem 
hyper-inflammatorischen Phänotyp eine signifikant höhere Expression von CD69 auf 
Ceacam1-/- CD8+ T-Zellen, vor allem der Mean Fluorescence Itensity (MFI), gezeigt 
werden (Abb.4-11, D).   
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Weiterhin weist die dramatisch reduzierte Expression der inhibitorischen Moleküle  
PD-1 und CTLA-4 ebenfalls auf einen hyper-inflammatorischen Phänotyp der CD8+ T-
Zellen in Abwesenheit von CEACAM1 im Mausorganismus hin (Abb.4-12, A-D). 
Anschließende in vitro Analysen belegen ebenfalls, durch die verzögerte Expression 
von PD-1 und gesteigerte Sekretion pro-inflammatorischer Mediatoren (z.B.: IL-6, IL-
17A und TNF-α), auf der Zelloberfläche von CEACAM1-defizienten CD8+-Spleno-
zyten den genannten Phänotyp der CD8+ T-Zellen (Abb. 4-14, A-D). Diese Er-
gebnisse stehen ferner in Einklang mit dem in vivo Zytokinprofil nach der Induktion 
einer bakteriellen Kolitis, in dem ebenfalls eine pro-inflammatorische Signatur 
detektiert werden konnte (Abb. 4-6, A-E). Das im Organismus neben der gesteigerten 
Expression von IL-6 und TNF-α auch erhöhte IFN-γ und MIP1-α Level, nicht jedoch 
von IL-17A, detektiert wurden, zeigt die Notwendigkeit generierte Daten aus 
kontrollierten in vitro Bedingungen in vivo zu verifizieren. Zusammenfassend spiegelt 
das Zytokin-Profil der Ceacam1-/--Tiere die prägnanten makroskopischen Parameter 
einer massiv gesteigerten Pathologie während einer C. rodentium induzierten Kolitis wieder. 
Die beschriebene simultane Reduktion von PD-1 und CTLA-4 in Ceacam1-/--Tieren 
könnte ferner auf eine synergistische Funktion von CEACAM1 bezüglich der 
Expression anderer co-inhibitorischer Rezeptoren hinweisen. In diesem 
Zusammenhang sind viele Studien aus viralen Infektionen und Tumormodellen 
bekannt, die den Einfluss von co-inhibitorischen Rezeptoren wie zum Beispiel PD-1 
und CTLA-4 aber auch Lag3 und TIM-3, in Zusammenhang mit einem dysfunktionalen 
Phänotyp von T-Zellen, analysierten (Callahan et al. 2016; Attanasio und Wherry 
2016). Ziel der wissenschaftlichen Untersuchungen ist dabei, zukünftig über diese 
Moleküle Immunantworten für therapeutische Zwecke zu modulieren. Die Verwendung 
von PD-1 wird bereits in klinischen Studien zur Krebstherapie eingesetzt, und zeigt 
höhere Überlebensraten. Jedoch birgt die Blockade von Immun-Checkpoint-
Inhibitoren Nebenwrikungen im Sinne einer Tomorprogression und zeigen daher noch 
nicht den erwarteten Erfolg (Robert et al. 2015; Buchbinder und Desai 2016). 
Neue Studien untersuchen daher die immunmodulatorischen Möglichkeiten der 
Inhibition von mehreren Immune-Checkpoint-Molekülen gleichzeitig. Bezüglich der 
Funktion von CEACAM1 konnte im CT26-vermittelten Tumormodell gezeigt werden, 
dass eine dreifach-positive Population an CD8+ T-Zellen (PD-1, Tim-3 und CEACAM1) 
in die Tumorregionen einwandert. Dabei produzierten sie nur eine geringe Menge an 
TNF-α und IL-2. Nach simultaner Applikation von anti-TIM-3 und anti-CEACAM1 
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Antikörpern wurde dieser Phänotyp umgekehrt, wie anhand einer erneuten Produktion 
von IFN-ɣ und IL-10 verdeutlicht werden konnte (Huang et al. 2015). Diese Studien 
geben Anlass für die Hypothese eines synergistischen Effektes von CEACAM1 auf 
weitere inhibitorische Moleküle. In Übereinstimmung konnte in diesem Jahr auch im 
humanen System eine positive Korrelation zwischen der Co-Expression des 
inhibitorischen Moleküls TIM-3 und CEACAM1 in Patienten mit Kolonkarzinomen 
detektiert werden. Obwohl die Expression von CEACAM1 und TIM-3 auch für sich 
genommen einen dysfunktionalen Phänotyp in zytotoxischen Tumor-infiltrierenden  
T-Zellen induzieren konnten, war dieser Effekt deutlich stärker, gezeigt über die 
reduzierte Expression von IFN-γ, in der Population von CEACAM1+TIM-3+ CD8+ T-
Zellen (Zhang et al. 2017). So könnte in weiteren Versuchen ebenfalls die Expression 
von CTLA-4, in Anlehnung der hier gezeigten in vitro Studien (Abb. 4-13, B), analysiert 
werden. Ferner wäre eine in vivo Studie über den Einfluss von exogen zugeführtem 
CEACAM1 auf die Expression weiterer co-inhibitorischer Rezeptoren im Modell der 
bakteriell-induzierten Kolitis denkbar.  
Zusammenfassend zeigen CD8+ T-Zellen von Ceacam1-/--Tieren einen hyper-
inflammatorischen Phänotyp, sodass ein funktionelles CEACAM1-Protein vermutlich 
auch im Modell der C. rodentium Infektion inhibitorisch auf das CD8+T-Zell-
kompartiment wirken könnte. In Einklang mit dieser Hypothese konnte die Depletion 
von CD8+ T-Zellen in Ceacam1-/--Tieren, die makroskopischen Parameter einer  
C. rodentium induzierten Kolitis eindeutig mildern und an jenen von WT-Tieren 
annähern (Abb. 4-16, A-D). Der deutliche Einfluss des CD8+ T-Zellkompartimentes in 
dieser Arbeit ist vor allem in Hinblick auf die Ergebnisse von zwei unabhängigen 
Studien interessant, die in Wildtyp-Mäusen den Einfluss von CD8+ T-Zellen während 
der C. rodentium induzierten Kolitis ausschließen konnten. So konnte festgestellt 
werden, dass zwischen Mäusen deren CD8+ T-Zellkompartiment über die Ver-
wendung eines neutralisierenden monoklonalen anti-CD8 Antikörpers depletiert 
wurden und jenen ohne Depletion im Infektionsverlauf kein Unterschied in der 
Pathophysiologie bestand (Simmons et al. 2003). In einer weiteren Studie zeigten 
sowohl Mäuse mit einem CD8+ T-Zell Knock-Out und WT-Mäuse eine gleichartige 
Reaktion auf den bakteriellen Stimulus (Bry und Brenner 2004b). Im Einklang mit 
diesen Studien, konnte auch in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass für die 
WT-Mäuse eine Depletion von CD8+ T-Zellen keinen Einfluss auf die Pathophysiologie 
in dem Modell der C. rodentium induzierten Kolitis zu nehmen scheint. Beide Gruppen 
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waren sowohl in Bezug auf ihre bakterielle Belastung als auch auf ihre physiologische 
Konstitution nicht voneinander zu unterscheiden (Abb. 4-16, A-D). 
Die gegensätzlichen Resultate bezogen auf das CD4+ T-Zellkompartiment von 
Ceacam1-/-- und WT-Tieren im Vergleich zu den Studien von Nagishi und Kollegen 
könnten möglicherweise über die Betrachtung der verschiedenen Untersuchungs-
modelle erklärt werden. So verwendeten sie ein verändertes Modell des adoptiven 
Zelltransfers von CD4+ T-Zellen in Rag-/- Empfängertiere. In diesem wurden die naiven 
(nicht-aktivierten) CD4+ T-Zellen für die Überexpression von CEACAM1-2L über 
retrovirale Transfektion zuvor mit anti-CD3, anti-CD28 und rIL-2 aktiviert, erneut 
durchflusszytometrisch angereichert und intraperitoneal injiziert. Modelle der 
chemisch-induzierten Kolitis induzieren jedoch einen massiven Eingriff auf die 
intestinale Architektur, woraufhin Untersuchungen der schädigenden T-Zellantworten, 
die bekanntermaßen bei CED auftreten, erleichtert werden (Kap. 1.4). Als Beispiel ist 
das akute DSS-Modell zu nennen, dessen Induktion weitestgehend unabhängig von 
der kommensalen Mikroflora möglich ist, wodurch es Analysen nach der initialen 
Zerstörung der intestinalen Barriere vereinfacht (Valatas et al. 2015). Als Konsequenz 
der chemisch-induzierten Modelle ist eine differenzierte Betrachtung der einzelnen 
Komponenten der intestinalen Barriere, wie z.B. der TJs und AJs, schwierig. Im 
Vergleich dazu, handelt es sich bei dem C. rodentium induzierten Kolitis Modell um ein 
natürliches Mauspathogen. Die Induktion einer Entzündung durch den bakteriellen 
Stimulus im GI erlaubt Untersuchungen der Interaktionen zwischen Pathogenen und 
Wirt in einem komplexen und diversen Umfeld. Dadurch konnte in Bezug auf 
CEACAM1 eine ganzheitliche Betrachtung der Funktion auf die unterschiedlichen 
hämatopoetischen und nicht-hämatopoetischen Kompartimente erfolgen. Neben dem 
Einfluss von CEACAM1 auf das T-Zellkompartiment wurden dadurch auch 
Untersuchungen auf B-Zellen und Zellen des angeborenen Immunsystems ermöglicht. 
Dabei konnte eine normale Immunreaktion zwischen den infizierten CEACAM1-
defizienten Tieren im Vergleich zu den WT-Kontrollen detektiert werden.  
Zusammenfassend weisen die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit darauf hin, 
dass CEACAM1 über seine immunregulatorischen Funktionen möglicherweise an der 
Pathologie, induziert durch eine C. rodentium Infektion, beteiligt ist. Zukünftige 
Untersuchungen, fokussierend auf die mechanistische Regulation, könnten die 
Grundlage für neue therapeutische Ansätze besonders für das Krankheitsbild 




CEACAM1 stellt auf Grund seiner diversen Expression in Epithelien, Endothelien und 
Zellen des Immunsystems ein interessantes Molekül in der CEA-Superfamilie dar. 
Phylogenetische Studien belegen, dass CEACAM1 auf Grund seiner konservierten 
Expression in über 27 unterschiedlichen Spezies ein zentrales Mitglied dieser 
Proteinfamilie sein könnte. Das wissenschaftliche Interesse resultiert aus Studien die 
für CEACAM1 eine Funktion bei immunregulatorischen Prozessen belegen konnten, 
wodurch weitere Analysen vor allem in Hinblick für die Entwicklung neuer 
therapeutischer Maßnahmen von besonderem Wert sein könnten. So belegen 
Untersuchungen für CEACAM1 bei der Tumorgenese, in Abhängigkeit von Art und 
Stadium des Tumors, ein heterogenes Expressionsprofil oder aber in Zusammenhang 
mit chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen, eine erhöhte Expression (Morales et 
al. 1999; Donda et al. 2000; Costello et al. 2005).  
In dieser Arbeit erfolgte darauf aufbauend erstmals die funktionelle Analyse von 
CEACAM1 in dem Modell der bakteriell-induzierten Kolitis. Dabei konnte eine erhöhte 
Suszeptibilität für die bakteriell-induzierte Kolitis in Folge einer CEACAM1-Defizienz 
nachgewiesen werden, die sich in einer massiven Pathologie, sowohl auf 
makroskopischer, als auch histologischer Ebene äußerte. Dabei scheint neben dem 
hämatopoetischen auch das nicht-hämatopoetische Kompartiment involviert zu sein. 
In Einklang mit der beachtlichen Expression von CEACAM1 auf intestinalen 
Epithelzellen und der Funktion der intestinalen Barriere bei der Abwehr von exogenen 
Pathogenen, konnten Analysen im Rahmen der Arbeit eine erhöhte intestinale 
Permeabilität in Folge der genetischen CEACAM1-Defizienz nachweisen. Weitere 
Analysen lassen ferner auf einen möglichen Zusammenhang mit einer reduzierten α-
Defensin 5 Expression schließen.  
Die durchflusszytometrischen Analysen des hämatopoetischen Kompartimentes 
zeigten, sowohl in Ceacam1-/--Tieren, als auch WT-Tieren die charakteristische  
Th1- und Th17-vermittelte Immunreaktion nach Infektion mit C. rodentium. Entgegen 
der beschriebenen Funktionen von CEACAM1 auf intestinalen CD4+ T-Zellen ist seine 
Funktion auf intestinalen CD8+ T-Zellen nur wenig beschrieben. In der vorliegenden 
Arbeit konnte daher erstmals ein hyper-inflammatorischer Charakter von CD8+ T-
Zellen anhand einer erhöhten Expression von CD69, vor allem aber reduzierter 
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Expression der inhibitorischen Moleküle PD-1 und CTLA-4 in Ceacam1-/--Mäusen, als 
Reaktion auf C. rodentium beschrieben werden. 
Zusammenfassend weisen die Ergebnisse in dieser Arbeit darauf hin, dass die 
Defizienz von CEACAM1 einen modulatorischen Einfluss auf die intestinale Barriere, 
vermutlich über die Regulation von anti-mikrobiellen Proteinen, in Folge der Infektion 
mit C. rodentium besitzen könnte. Ferner kann der hyper-reaktive Phänotyp von CD8+ 
T-Zellen im Modell der C. rodentium induzierten Kolitis möglicherweise für die schwere 
Pathologie in Ceacam1-/--Tieren verantwortlich sein. Diese Hypothese wird durch die 
reduzierte Pathologie von Ceacam1-/--Tieren mit depletiertem CD8+ T-Zellkomparti-





CEACAM1, an interesting molecule in the CEA-superfamily shows a diverse 
expression in epithelia, endothelial and immune cells. Phylogenetic studies have 
shown that CEACAM1 might be central in this diverse protein family due to its 
conserved expression in over 27 different species. Increasing scientific interest results 
from studies that showed beside its function as a cell adhesion molecule a central role 
in immunoregulatory processes. For example, studies confirmed an inverse expression 
profile of CEACAM1 during tumorigenesis, depending on the type and stage of the 
tumors. Furthermore, elevated levels of CEACAM1 during inflammatory bowel 
diseases (IBD) highlight CEACAM1 as a potential target for the development of new 
therapeutical interventions (Morales et al. 1999; Donda et al. 2000; Costello et al. 
2005). 
This thesis deals for the first time with the functional analysis of CEACAM1 in the model 
of bacterial-induced colitis. Consequence of the CEACAM1 deficiency was an 
increased susceptibility to C. rodentium induced colitis shown by a severe pathology, 
on both the macroscopic as well as the histological level. In addition to the 
hematopoietic compartment, the non-hematopoietic compartment appears to be 
involved. In agreement with the remarkable expression of CEACAM1 on intestinal 
epithelial cells and the function of the intestinal barrier in the defense of exogenous 
pathogens, analyzes identified an increased intestinal permeability due to the 
genetically deleted CEACAM1 expression. Further analyzes also suggest a possible 
association of CEACAM1 with the expression of antimicrobial peptides shown by the 
reduced α-defensin 5 expression resulting in its absence. 
The flow cytometric analyzes of the CD4+ T cell compartment highlight the 
characteristic Th1 and Th17-mediated immune response in both Ceacam1-/- and WT-
animals to the infection with C. rodentium. In contrast to the reported function of 
CEACAM1 on intestinal CD4+ T cells, obtained from different animal models, however, 
only a few studies are available concerning the function of CEACAM1 on intestinal 
CD8+ T cells. Interestingly in response to the infection of Ceacam1-/--mice with C. 
rodentium, CD8+ T cells showed in line with an increased CD69 expression, an over 




In conclusion, the results of the present work indicate that infection with C. rodentium 
of CEACAM1-deficient mice may have modulatory effect on the intestinal barrier, 
presumably via regulatory effects on the expression of antimicrobial peptides. 
Furthermore, the appearance of hyper-reactive CD8+ T cells could be responsible for 
the severe pathology seen in Ceacam1-/- animals during the bacterial induced colitis 
without affecting the bacterial load. This hypothesis is strengthened by the overall 
reduced pathology occurring in Ceacam1-/- mice depleted of CD8+ T cells during the 
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